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1 Einleitung
1.1 Die Epidermis - Aufbau und Funktion
Unser Körper ist stets verschiedenen Einflüssen seiner Umgebung ausgesetzt. Als den
Körper begrenzendes Organ nimmt die Epidermis neben sensorischen vor allem protek-
tive Funktionen wahr, wobei die Möglichkeit zum Schutz vor chemischen, physikalischen,
sowie mechanischen und mikrobiellen Noxen sich in der epidermalen Morphologie wie-
derspiegelt. Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel und als
solches im Zuge der Gewebshomöostase einer ständigen Selbsterneuerung unterworfen.
Sie besteht mit Keratinozyten, Merkelzellen, Langerhanszellen und Melanozyten aus vier
Zellentitäten, wobei Keratinozyten die vorherrschende Zellpopulation darstellen [13]. Die
Maturation des Epithels folgt einem engen Gleichgewicht zwischen Proliferation und Dif-
ferenzierung und resultiert in morphologisch abgrenzbaren Schichten [112, 44].
Die kubischen bis säulenförmigen Zellen des Str. basale sitzen der Basallamina direkt
auf und sind über Hemidemosomen in ihr verankert. Hier befindet sich die epiderma-
le Stammzellpopulation, die das ständige Angebot an undifferenzierten Keratinozyten
für die Ausbildung des Epithels sicherstellt. Durch die ständige zelluläre Amplifikation
im Str. basale wandern die Keratinozyten in Richtung der epithelialen Oberfläche und
durchlaufen einen kontinuierlichen, etwa zweiwöchigen Differenzierungsprozess.
Das Str. spinosum als zweite epidermale Schicht zeichnet sich durch eine allmähliche
Umorientierung der zellulären Achse in die Horizontale sowie zahlreiche desmosomale
Zell-Zell-Junktionen aus. Des Weiteren werden hier bereits einige frühe Differenzierungs-
marker wie Involucrin oder Transglutaminase exprimiert [143]. Dies impliziert, dass die
keratinozytäre Ausreifung in eine protektive Hornschicht schon früh initiiert wird.
Das folgende Str. granulosum ist morphologisch durch das Auftreten von Keratohyalin-
granula gekennzeichnet. Wesentlicher Inhalt dieser Strukturen sind sowohl verschiedene
Proteine wie Loricrin und Filaggrin [137], als auch Lipide wie Cholesterol, Phospholipide
und Glycolipiden [154]. Sie werden zur Formierung verschiedener wichtiger funktioneller
Strukturen im Str. corneum benötigt. Loricrin und Filaggrin dienen unter anderem als
späte Differenzierungsmarker [94]. Obwohl unter dem Str. corneum liegend, sind die Zel-
len des Str. granulosum noch vital und treten erst beim Übergang in das Str. corneum
in einen apoptoseähnlichen Prozess ein [89].
Im Str. corneum schließlich erreichen die Keratinozyten ihren enddifferenzierten Zu-
stand [36]. Obwohl die protektive Funktion der Epidermis sicherlich auf einem Zusam-
menspiel aller epidermalen Schichten und Zellentitäten beruht, nimmt vor allem ein
intaktes Str. corneum eine entscheidende Rolle dabei ein [115]. Die abgestorbenen und
anukleierten Keratinozyten, nun auch Korneozyten genannt, sind von hochgeordneten
Bündeln aus Keratinen und Filaggrin ausgefüllt. Die Zellmembran wird durch einen
dichten Mantel aus verschiedensten quervernetzten Proteinen, vornehmlich Loricrin und
Involucrin, ersetzt. Darüber hinaus ist der Interzellularraum von einer komplex geord-
neten, hydrophoben Lipidmatrix ausgefüllt [15]. Diese wird wie Keratohyalingranula
ebenfalls in den extrazellulären Raum sezerniert [79] und ist kovalent mit den Prote-
instrukturen der verhornten Keratinozyten verknüpft [97]. Sowohl freie Fettsäuren als
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auch verschiedene Ceramidformen und Cholesterol stellen die wesentlichen funktionel-
len Komponenten dieser Lipidmatrix bzgl. der epidermalen Permeabilitätsbarriere dar
[14, 152] und können bei Bedarf im Rahmen von Stressantworten auf schädigende Noxen
zur Reparation des Schadens reguliert werden [56, 70].
In der Epidermis benötigte Lipide werden einerseits über den Blutkreislauf aufgenom-
men [19], jedoch auch andererseits in der Epidermis als Gewebetyp mit hoher Lipid-
syntheseleistung de novo synthetisiert und modifiziert [116, 41]. Intraepidermale Lipide
werden jedoch nicht nur als Strukturfette für Plasmamembranen und interzelluläre Ma-
trix benötigt. Zahlreiche Studien verweisen darauf, dass verschiedene Lipide, darunter
freie Fettsäuren, Ceramide und Cholesterolderivate, darüber hinaus auch intrazellulär
eine Rolle bei Regulation epithelialer Proliferation und Differenzierung spielen können
und sich dabei zum Teil über Aktivierung von beispielsweise Peroxisom-Proliferator Ak-
tivierten Rezeptoren (PPAR) an genregulatorischen Vorgängen, wie Zellzykluskontrolle
beteiligen [59].
Um diese strukturellen und biochemischen Charakteristika hervorbringen zu können,
steht der Epidermis ein entsprechender Enzymapparat zu Verfügung. Eine Proteingruppe
des epidermalen Lipidmetabolismus umfasst Enzyme und andere Proteine, die in Synthe-
se und Transport von Acyl-CoA involviert sind. Darunter fallen in der Haut Fettsäure-
Transportproteine (fatty acid transport proteins; FATP) und Acyl-CoA-Synthetasen
(ACS) sowie fettsäurebindende Proteine (fatty acid binding proteins; FABP), die so-
wohl in humaner Epidermis als auch in kultivierten Keratinozyten [64] und anderen
Zellentitäten der Epidermis, z.B. Melanozyten [18], beschrieben sind.
1.2 Acyl-CoA-synthetisierende Enzyme und ihre Funktionen im
Organismus
ACS und FATP besitzen eine Acyl-CoA-Synthetase-Aktivität und katalysieren die Syn-
these von Acyl-CoA-Verbindungen durch enzymatische Ligation von Coenzym A (CoA)
an Fettsäuren (s. Abb. 1). In dieser zweistufigen Reaktion wird zunächst unter der Spal-
tung von ATP Acyladenylat (Acyl-AMP) erzeugt. CoA spaltet anschließend in einem
zweiten Schritt AMP von dem Acylrest und ersetzt dieses. Durch die entstandene ener-
giereiche Thioesterbindung werden die reaktionsträgen Fettsäuren aktiviert und sind so
weiteren enzymatischen Umsetzungen besser zugänglich. Aufgrund ihrer Substratspezi-
fitäten lassen sich Enzyme mit Acyl-CoA-Synthetase-Aktivität abhängig von der Länge
des Kohlenstoffgerüstes der freien Fettsäuren in ACSS (short; C2-C4), ACSM (medium;
C4-C12), ACSL (long; C12-C20) sowie FATP (very long; >C18) untergliedern [98, 135].
Wie bereits anhand der Epidermis exemplarisch geschildert, sind Lipide sowohl inte-
graler Bestandteil verschiedener zellulärer Strukturen (Plasmamembran, Zellorganellen,
Depotfett) als auch intra- und interzellulärer Signalmoleküle. Sowohl die Synthese vie-
ler Strukturlipide (z.B. Triacylglycerol, Phospholipide, Cholesterolester, Sphingomyelin)
als auch für die von Signallipiden (Ceramide, Arachodonsäurederivate, Cholesterolester)
ist auf die Bereitstellung von Acyl-CoA angewiesen [84]. Ebenso wie die Lipidsynthe-
se benötigt auch die katabolische Fettsäuredegradation via β-Oxydation Acyl-CoA als
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Abbildung 1: Zweischrittige Synthese von Acyl-CoA katalysiert durch Acyl-CoA-
synthetisierende Enzyme
intermediäres Produkt [23]. Doch nicht nur aus diesen Gründen besetzen Acyl-CoA-
synthetisierende Enzyme eine Schlüsselposition im zellulären Metabolismus.
Acyl-CoA selber wird in vielen Organen und Organismen ebenfalls eine Interakti-
on mit einer Reihe von Zellsystemen und- funktionen zugeschrieben. Diese implizieren
neben Wechselwirkungen mit verschiedenen Enzymen auch die Regulation von Ionen-
kanälen, Membranfusionen und Genregulation [40]. In der Rattenleber konnte gezeigt
werden, dass langkettige Acyl-CoA-Ester die Enzyme Glucokinase [144] als auch Glucose-
6-Phosphatase [45] hemmen, und damit in den Glucosehaushalt eingreifen können. In
Zusammenhang damit stehen Untersuchungen an murinen β-Zellen des Pankreas, wo
ATP-abhängige K+-Kanäle durch langkettige Acyl-CoA-Verbindugen stimuliert werden
konnten [153]. Die Autoren vermuten hier einen möglichen Mechanismus bei der Enste-
hung von Fettleibigkeit und Diabetes mellitus Typ II. Darüber hinaus ist Malonyl-CoA
bei Ratten in der Lage, hypothalamisch die Nahrungsaufnahme zu regulieren [42]. Diese
Beispiele lassen vermuten, dass bisherige Daten vorwiegend den Energie- und Lipidme-
tabolismus beleuchten. Es finden sich jedoch auch Beispiele anderer Art. An Mitochon-
drien wurde nachgewiesen, dass Acyl-CoA sowohl das mitochondriale Membranpotential
depolarisieren als auch die Permeabilität verändern kann und an der Generierung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt ist [145]. Dies lässt eine Funktion von Acyl-
CoA bei apoptotischen Vorgängen vermuten [6]. Darüber hinaus scheinen langkettige
Acyl-CoA-Ester auch am intrazellulären Transport von Vesikeln beteiligt zu sein [80].
Des Weiteren soll Acyl-CoA auch die Expression verschiedener Gene regulieren kön-
nen. Im Modellorganismus Escherichia coli beispielsweise wurden Acyl-CoA-Ester als
regulatorische Liganden von FadR identifiziert. FadR ist ein globaler Transkriptions-
faktor, der für die Expression von Genen für Fettsäurebiosynthese und -degradation
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verantwortlich gemacht wird [7]. In Abwesenheit von Acyl-CoA bindet FadR an spezifi-
sche DNA-Sequenzen und ermöglicht die Gentranskription. Das Binden von Acyl-CoA
an FadR hingegen bewirkt eine Konformationsänderung des Transkriptionsfaktors mit
konsekutiverm Funktionsverlust der DNA-Bindungsdomänen [147]. Auch in der Ratten-
leber wurde langkettiges Acyl-CoA als Inhibitor eines Schilddrüsenhormon-Rezeptors
(T3-Rezeptors) als Transkriptionsfaktor beschrieben [85].
Abbildung 2: Dargestellt sind mögliche Wege,
die Acyl-CoA-Konzentration in verschiedenen zel-
lulären Komartimenten zu regulieren; fatty acid
binding protein (FABP), acyl CoA bindig Protein
(ACBP), Acyl-CoA Synthetase (ACS); modifiziert
nach Knudsen et al. 2000
In Anbetracht der Fülle verschiede-
ner möglichen Funktionen wird ver-
mutet, dass die freie Konzentration
von Acyl-CoA intrazellulär eng regu-
liert werden kann [76]. Der amphiphile
Charakter von Acyl-CoA-Molekülen
unterbindet eine freie Permeation
durch Membranen, was eine Kompar-
timentierung in Zytoplasma und Zell-
organellen ermöglicht. Möglicherwei-
se können über diesen Mechanismus
auch am endoplasmatischen Retiku-
lum oder Mitochondrium lokalisierte
Acyl-CoA-Synthetasen über Redukti-
on der zytoplasmatischen Fettsäure-
konzentration die Fettsäureaufnahme
in die Zelle steuern [106]. Weiter-
hin lassen die Aktivierung verschiede-
ner Stoffwechselwege sowie eine Inter-
aktion mit verschiedenen Acyl-CoA-
bindenden Proteinen eine Konzentrationsanpassung zu. Zusammenfassend ist dies in
Abbildung 2 veranschaulicht.
1.3 Expression und Funktion der ACSL5 im Organismus - Stand
der Forschung
Eine Untergruppe der Enzyme mit Acyl-CoA-Synthetase-Aktivität umfasst solche, die
die Legierung von Coenzym A mit Fettsäuren mit 12-20 C-Atomen katalysiert. Im
menschlichen und murinen Organismus sind mit ACSL1, -3, -4, -5 und -6 derzeit fünf
ACSL-Isoformen bekannt [98], wobei sie sich in zwei Subfamilien (ACSL1, -5, -6 und
ACSL3, -4) einteilen lassen. Innerhalb einer Familie sind 60% und zwischen den bei-
den Subfamilien 30% des Genoms homolog, indes wird dies bei der posttranslationalen
Modifizierung durch verschiedene Spleißvarianten weiter verkompliziert [135]. Die ver-
schiedenen ACSL-Isoformen zeichnen sich darüber hinaus durch unterschiedliche bio-
chemische Charakteristika, Substatpräferenzen, Gewebsdistributionen und subzelluläre
Lokalisationen aus [84, 67].
Das Gen der ACSL5 liegt auf Chromosom 10q25.1-q25.2, erstreckt sich über etwa
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46kb und beinhaltet 21 Exons, die für ACSL5-Protein kodieren [157]. Die ACSL5 wird
vor allem in Dünndarm, Leber und braunem Fettgewebe exprimiert, daneben auch in
geringerem Maße in anderen Geweben wie z.B. Skelettmuskulatur [99]. Enzymaktivitäts-
assays in Präadipozyten erbrachten, dass gesättigte C12-C18-Fettsäuren und ungesättigte
C16-C20-Fettsäuren von Ratten-ACSL5 mit CoA legiert werden, mit besonderer Präfe-
renz für Palmitinsäure (16:0), Palmetoleinsäure (16:1), Ölsäure (18:1), Linolsäure (18:2)
und Linolensäure (18:3) [110]. Gestützt wurden diese Ergebnisse durch Untersuchungen
an humaner ACSL5 im Lebermodell (HepG2-Zellen) [119].
Verschiedene Untersuchungen belegen die subzelluläre Lokalisation von ACSL5-Protein
in der Leber an der äußeren Mitochondrienmembran, Zytosol und endoplasmatischem
Retikulum [84]. In der Leber variiert die ACSL5-Expression im Rattenmodell je nach
Diät [110] und ist funktionell in die Fettsäureaufnahme in den Hepatozyten und in die
intrazelluläre Triglyceridakkumulation einbezogen [100]. Zhou et al. propagieren hinge-
gen nach Experimenten an HepG2-Zellen, dass Überexpression von ACSL5 zu verstärkter
β-Oxidation und Triglyceridreduktion führt [158]. Letztere Daten stehen in Übereinstim-
mung mit Untersuchungen von Polymorphismen in Promotorsequenzen des ACSL5-Gens
beim Menschen. Die genetischen Variabilitäten führen zu einer erhöhten Konzentration
von ACSL5-mRNA im Muskel und einer verbesserten Ansprache auf niedrigkalorische
Diät [2, 142]. Obwohl diese Daten scheinbar gegensätzliche Aussagen hervorbringen, be-
leuchten sie doch die Bedeutung der ACSL5 im Lipid- und Energiemetabolismus. Dar-
über hinaus scheint die ACSL5 auch in der Leber in die Apoptoseinduktion involviert
zu sein [119].
Im humanen Dünndarm orientiert sich die epitheliale ACSL5-Expression am Status
innerhalb der Krypten-Zotten-Achse, wobei eine ACSL5-Expression im Kryptenepithel
nicht nachweisbar ist und die Expressionsstärke zur Zottenspitze hin zunimmt. Neben
Enterozyten scheinen auch andere intestinale Zellentitäten wie Becher- und endokri-
ne Zellen ACSL5-Protein zu exprimieren. Im Dickdarm zeigt sich eine nur schwache
ACSL5-Expression nur in apikalen epithelialen Abschnitten, Kryptenepithelien bleiben
auch hier immunhistologisch ungefärbt. Lichtmikroskopisch zeigt sich ACSL5-Protein
ausschließlich zytoplasmatisch, jedoch existiert diesbezüglich bisher keine genaue Ana-
lyse der subzellulären Lokalisation. Interessanterweise scheint die ACSL5-Expression in
hyperproliferativen Erkrankungen des Dünndarms wie Adenomen und den seltenen Ade-
nokarzinomen reduziert zu sein. In mitotischen Tumorzellen ist ACSL5-Protein nicht
nachweisbar [49]. Zudem zeigt sich eine Beteiligung der ACSL5 an TRAIL-induzierter
Apoptose im Darmmodell [48]. Die Autoren vermuten daher, dass die ACSL5 im Intesti-
num an der Regulation der epithelialen Differenzierung beteiligt ist und darüber hinaus
möglicherweise auch eine Rolle in der organspezifischen Karzinogenese spielt.
Darmepithelien sind im Gegensatz zu der Epidermis einschichtig aufgebaut. Ihre Stamm-
zellen liegen in mittleren bis unteren Kryptenabschnitten und verschiedene intestinale
Zellentitäten differenzieren auf dem Weg nach luminal aus [26]. Obgleich Entwicklung,
Morphologie und Funktion von Darm- und Hautepithelien sehr unterschiedlich sind,
gibt es doch Gemeinsamkeiten. Unter anderem wird dies durch Erkrankungen wie die
Dermatitis herpetiformis Duhring deutlich, die das Intestinum und die Epidermis glei-
chermaßen betreffen [29]. Zudem stellen beide Epithelien Grenzflächenbarrieren zur Kör-
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peroberfläche dar. Darüber hinaus scheint sich auch das exprimierte Genprofil zwar nur
geringfügig, doch immerhin in Teilen zu überschneiden. Gene wie α-3-Tubulin, Thymo-
sin β oder der Glukosetransporter GLUT1 werden nicht nur sowohl in Keratinozyten als
auch CaCo2-Zellen exprimiert, sondern ihre Expression verändert sich auch während der
Zelldifferenzierung in gleicher Art und Weise [24]. Möglicherweise könnten daher auch
gemeinsam exprimierte Gene, die sich in ihrer Ausprägung bei Vorgängen, wie Differen-
zierung oder Apoptose ähnlich verhalten, sich auch in ihrer funktionellen Bedeutung für
die Zelle überschneiden. Aufgrund dieser Überlegungen gewannen die bekannten Daten
zu Expression und Funktion der ACSL5 im Intestinum eine besondere Bedeutung für
die Thematik dieser Arbeit.
1.4 Acyl-CoA-synthetisierende Enzyme in der Epidermis - Stand
der Forschung
Die Datenlage zu Expression und Funktion von Enzymen mit Acyl-CoA-Synthetase-
Aktivität in der Epidermis ist bis dato überschaubar. Harris et al. dokumentieren eine
Expression von FATP, FABP (fatty acid binding protein) und “FACS” (fatty acid CoA
synthetase) in murinen und humanen Keratinozyten, ungeachtet existierender Isoformen.
Funktionell wird herausgestellt, dass die Expression von FACS-mRNA bei Differenzie-
rungsinduktion steigt und der Grund hierfür in einer zur Ausdifferenzierung nötigen
gesteigerten Fettsäureaufnahme vermutet [64].
Neuere Daten fokussieren sich auf FATPs, deren verschiedene Isoformen sowohl in pri-
mären humanen Keratinozytenkulturen als auch muriner Epidermis exprimiert werden
[127]. Besondere Aufmerksamkeit erfuhr bisher die vierte Isoform der fatty acid trans-
port proteins (FATP4), welche lange und sehr lange Fettsäuren mit Coenzym A legiert
[58]. FATP4-mRNA wird neben Dünndarm, Hirn, Niere, Leber und Herz auch in der mu-
rinen Epidermis exprimiert. Neben einer maßgeblichen Rolle bei der Fettsäureaufnahme
in Zellen [106] konnte gezeigt werden, dass FATP4 auch bei der Ausbildung einer nor-
malen epidermalen Morphologie essentielle Bedeutung hat, wie Arbeiten von Herrmann
et al. und Moulson et al. zeigen. FATP4-defiziente Mäuse besitzen eine hyperplastische
und hyperkeratotische Epidermis mit einer erhöhten Stärke des Str. spinosums und si-
gnifikant kleineren Keratohyalingranula im Str. granulosum als Vergleichstiere. Diese
morphologische Veränderung ist für eine ausgeprägte Bewegungseinschränkung der Tie-
re verantwortlich. Daneben imponiert das Epithel durch eine gestörte Barrierefunktion,
die Mäuse versterben innerhalb eines kurzen postnatalen Intervalls an transepidermalem
Wasserverlust. Ursächlich dafür wird eine nachgewiesene, veränderte Lipidkomposition
innerhalb der Epidermis vermutet. Jedoch wird auch eine gestörte Regulation von Proli-
feration und terminaler Differenzierung durch intrazelluläre Lipide in Betracht gezogen
[66, 107].
Darüber hinaus beschreiben Lee et al. den Effekt des Verlustes des Acyl-CoA-bindenen
Protein (ACBP) bei Mäusen. ACBP wird eine Partizipation an Acy-CoA-Transport
und einigen Acyl-CoA-vermittelten Funktionen zugeschrieben. Ein ACBP-Verlust bei
Mäusen resultiert neben einer unveränderten epidermalen Morpholgie in einer leichten
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Variation der Lipidzusammensetzung, die jedoch außer eines gestörten Haarwuchses ohne
funktionelle Konsequenzen bleibt [82].
Weitere Daten zu Acyl-CoA-synthetisierenden Enzymen, insbesondere zu ACSL-Isoformen
in der humanen Epidermis, existieren nur spärlich. Der Harvester-Daten-bank lässt sich
entnehmen, dass die ACSL-Isoformen 1, 3, 4 und 5 in der humanen Epidermis exprimiert
werden, es finden sich jedoch keine Informationen über die intraepidermale Verteilung,
bzw. über funktionelle Aspekte [1].
1.5 Der Einfluss von UVB-Strahlung in der Entstehung des
epidermalen Plattenepithelkarzinoms
Das epidermale Plattenepithelkarzinom ist eine hyperproliferative, maligne Erkrankung,
für deren Entstehung verschiedene Noxen wie virale Infektionen [43] und chronische Wun-
den [75] verantwortlich gemacht werden. Jedoch wurde insbesondere UVB-Strahlung
(290-320nm) sowohl in in vivo- als auch in vitro-Untersuchungen als ein Initiator und
Promotor von epidermalen Nicht-Melanom-Karzinomen, insbesondere dem Plattenepi-
thelkarzinom, identifiziert [25, 102]. Entsprechend dieser Daten entsteht ein Großteil der
epidermalen Plattenepithelkarzinome auf sonnenexponierten Hautarealen [117].
UVB-Strahlung ist in der Lage, die Expression zahlreicher Moleküle in Keratinozyten
transient zu verändern [57]. Bezüglich des epidermalen Lipidmetabolismus sind in ers-
ter Linie Modifikationen von Ceramidspiegeln als epidermale Antwort auf UV-Strahlung
und oxidativen Stress beschrieben und resultieren unter anderem in geförderter Apop-
tose [96]. Da Ceramide Acyl-CoA-Derivate darstellen [120], könnten auch Acyl-CoA-
synthetisierende Enzyme bei einer Stressantwort auf exogene Noxen funktionell von Be-
deutung sein.
Die Expression von ACSL5 zeigt sich in vielen malignen Tumoren unterschiedlicher
Gewebe, wie Intestinum [46] oder Gliagewebe [157], in Relation zu Normalgewebe verän-
dert. Eine Rolle der ACSL5 in der organspezifischen Karzinogenese wird hier vermutet.
1.6 Zielsetzungen der Arbeit
Aufgrund der geringen Vorinformationen bzgl. der epidermalen Expression und Funkti-
on der Acyl-CoA-Synthetase Isoform 5, war das Ziel der Arbeit zunächst, grundliegende
Informationen zur Expression der ACSL5 in der humanen Epidermis in vivo zu ge-
winnen. Dies implizierte den in vivo-Nachweis von ACSL5-Transkripten und -Protein,
ihre Lokalisation und Verteilung, wie auch die Identifikation ACSL5-exprimierender Zel-
len innerhalb der Epidermis. Um daraufhin Hinweise auf mögliche Funktionen des En-
zyms innerhalb der epidermalen Homöostase zu erhalten, sollte die etablierte humane
Keratinozyten-Zelllinie HaCaT in die Untersuchungen einbezogen werden. Effekte einer
ACSL5-Überexpression in stabilen HaCaT-Transfektanten auf Proliferation, Differen-
zierung und Apoptose sollten sowohl in 2D- als auch 3D-Kulturen als organotypischen
Kokulturen mit humanen dermalen Fibroblasten in vitro eruiert und nachfolgend in
Bezug zu den in vivo-Ergebnissen diskutiert werden.
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Die Alterierbarkeit des zellulären Lipidmetabolismus durch exogene Noxen wie UVB-
Strahlung warf die Frage nach einer möglichen Involvierung der keratinozytären ACSL5-
Expression in derartige Prozesse auf. Die Untersuchung einer Veränderbarkeit der ACSL5-
Expression in Reaktion auf UVB-Bestrahlung sollte in vitro im HaCaT-Modell unter-
sucht werden. In diesem Zusammenhang wurde auch die Untersuchung einer ACSL5-
Expression in epidermalen Plattenepithelkarzinomen als UVB-assoziierten Hautpatho-
logie in vivo angestrebt. Dies sollte mit dem Ziel geschehen, mögliche Hinweise für eine
Funktion der ACSL5 in der Karzinogenese des epidermalen Plattenepithelkarzinoms zu
sammeln und nachfolgend zu diskutieren.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Geräte
Autklav Fedegari AutoklaviSPA Biomedis, Gießen
Absaugpumpe Vacosafe IBS Integra Bioscience, Chur (CH)
Bestrahlungsgerät IBL437C (γ-Strahler) CIS Bio International, Paris (FR)
Blotkammer CTI GmbH, Idstein
Brutschrank (20% O2, 5% CO2, 37◦C) Heraeus/Kendro, Düsseldorf
Casy 1 Schärfe System, Reutlingen
Elektrophorese-Apparatur (DNA), horizontal Serva, Heidelberg
Elektrophorese-Apparatur (Proteine), vertikal BioRad, München
Entwässerungsautomat Path Center Thermo Electron, Oberhausen
Feinwaage Sartorius, Göttingen
Fluostar Optima BMG Labtech, Offenburg
Flüssigstickstoff-Behälter Air Liquide, Frankreich
Gewebemixer Ultra Turrax IKA Labortechnik, Staufen
Geldokumantationsgerät Roth, Heidelberg
Gelgießvorrichtung für PAA-Gele BioRad, München
Heizplatte IKA Labortechnik, Staufen
Kapillarsequencer ABI 3700 Applied Biosystems, Weiterstadt
Kryokonservierungsgerät Nicool LM 10 Air Liquide, Frankreich
Kryostat Thermo, Frankfurt
Lichtmikroskop Leitz Dialux 20EB Leitz, Wetzlar
Lichtmikroskop Nicon 80i mit Kamera Nicon, Düsseldorf
Megafuge 1.0 Rotor: BS4402/A Heraeus/Kendro, Düsseldorf
NanoDrop ND-1000 Peqlab, Erlangen
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Neubauer-Kammer Brand, Wertheim
Optimax Röntgenfilmentwickler Protec Medizintechnik, Obersteinfeld
PCR-Gerät GeneAmp 9700 Applied Biosystems, Darmstadt
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena
Pipettierhilfe, elektrisch Pipettus Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt
Pipetten (10µl, 100µl, 1000µl) Eppendorf, Hamburg
Reinraumwerkbank Hera Safe Heraeus/Kendro, Düsseldorf
Reinstwassergerät QGard2 Millipore, Schwalbach
Rotationsmikrotom RM2145 Leica, Wetzlar
RT-PCR-Gerät Lightcycler Roche, Mannheim
Spannungsgeber für Agarosegele Serva, Heidelberg
Spannungsgeber für PAA-Gele BioRad, München
Taumelschüttler Silent Rocker CTI GmbH, Idstein
Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg
Tisch-pH-Meter HI 221 Roth, Heidelberg
Transmissionselektronenmikroskop EM400T Phillips, Eindhoven (NL)
Ultraschallhomogenisator Sonoplus Bandelin Electronic, Berlin
UV-Lichtkabine MediSun 12000 Kombi ISO Schulze & Böhm GmbH, Brühl
Vortex Heidolph, Schwabach
Wärmeschrank Hearaeus/Kendro, Düsseldorf
Wasserbad GFL, Burgwedel
Zentrifuge mit Kühlung (für Eppendorfgefäße) Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge ohne Kühlung (für Eppendorfgefäße) Heraeus, Düsseldorf
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2.1.2 Verbrauchsmaterial und Glaswaren
Blottpapier für PAA-Gele VWR, Langenfeld
Casy 1 Probenbecher Schärfe System, Reutlingen
Chamberslides Lab-Tek, Naperville (USA)
Coverslips, eckig Langenbrinck, Emmendingen
Coverslips, rund Langenbrinck, Emmendingen
Einbettkassetten Roth, Heidelberg
Einmal-Spritzen (2ml, 5ml, 10ml, 20ml) steril Becton Dickinson, Karlsruhe
Erlenmeyerkolben Schott, Mainz
Falconröhrchen (15ml, 50ml) Becton Dickinson, Karlsruhe
Gewebekulturflaschen (T25, T75) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen
Glasplatten, dünn (7,5x10cm) BioRad, München
Glasplatten, dick mit 1mm-Spacer (8,3x10cm) BioRad, München
Glocken-Sterilfilter 0,2µm Sartorius, Göttingen
Handschuhe, Latex Sempermed, Wien (AT)
Handschuhe, Nitril NOBA, Wetter
Kanülen BD Microlance 27G 19mm Becton Dickinson, Karlsruhe
Kryoröhrchen VWR, Langenfeld
Multiwell-Platten (6er, 12er, 24er, 96er) Becton Dickinson, Karlsruhe
LightCycler Glaskapillaren Roche, Mannheim
Objektträger, normal Langenbrinck, Emmendingen
Objektträger, adhäsiv Thermo Electron GmbH, Dreireich
Objektträger ChemMate Dako, Hamburg
Pasteurpipetten Brand, Wertheim
Perfusorspritzen, 50ml Braun, Melsungen
Petrischalen für Zellkultur (10cm2) Becton Dickinson, Karlsruhe
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Pipetten (5ml, 10ml, 25ml) Corning Costar GmbH, Bodenheim
Pipettenspitzen (10µl, 100µl, 1000µl) NerbePlus, Winsen/Luke
Pipettenspitzen RNase-frei (10µl, 100µl, 1000µl) NerbePlus, Winsen/Luke
Reaktionsgefäße (0,2ml, 1,5ml, 2ml) Eppendorf, Hamburg
Skalpelle zum Einmalgebrauch PFM, Köln
Sterilfilter 0,22µl Millipore GmbH, Schwalbach
Transfer-Membranen (Nitrozellulose) Whatman, Dassel
Transfermembranen (PVDF) Millipore, Bedford (USA)
Transferpipetten Sarstedt, Nümbrecht
Transwells, Polycarbonatmembran (0,4µm), 6-Well Corning Incorporated, Corning (USA)
2.1.3 Chemikalien, Medien und Reagenzien
ABI PRISMTM Big Dye Terminator Kit Applied Biosystems, Weiterstadt
6-Aminohexansäure Roth, Heidelberg
Amoniumperoxidsulfat (APS) Roth, Karlsruhe
Aceton Apotheke Universitätsklinikum Aachen
Agarose Cambrex BioScience, East Rutherford
(USA)
Apo-OneTM Homogeneous Caspase-3/7 Assay Promega, Mannheim
Aqua ad injectabilia Delta Select, Pfullingen
BamHI-Restriktionsenzym New England Biolabs, Frankfurt
Baysilone-Paste Bayer, Leverkusen
Benzonase Roche, Mannheim
Borsäure Roth, Heidelberg
Bromphenolblau Sigma, Steinheim
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma, Steinheim
Casyton Schärfe System, Reutlingen
CellTiter-BlueTM Cell Viability Assay Promega, Mannheim
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Chloroform, minimum 99% Sigma, Steinheim
Chlorwasserstoff (HCl) Roth, Heidelberg
Complete Mini Cocktail-Tabletten Roche, Mannheim
Collagen G Biochrom, Berlin
Coomassie Brilliant Blue-R250 Sigma, Steinheim
CytoTox-OneTM Homogeneous Membrane Integritiy Assay Promega, Mannheim
DAB-Tabletten Sigma, Steinheim
DC Protein Assay Reagent A BioRad, München
DC Protein Assay Reagent B BioRad, München
DC Protein Assay Reagent C BioRad, München
Denhardt’s Sigma, Steinheim
Dextransulfat Sigma, Steinheim
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Steinheim
Dinatriumhydrogensulfat Roth, Heidelberg
Dispase Roche, Mannheim
Dithiothreitol (DTT) Sigma, Steinheim
DMEM, 4,5g/l Glukose Sigma, Steinheim
DMEM 10x Biochrom, Berlin
EGF (human) R&D-Systems, Wiesbaden
Entwicker G153 AGFA, Düsseldorf
Essigsäure Merck, Darmstadt
Ethanol (vergällt) KMF Optichem, Lohmar
Ethidiumbromid Sigma, Steinheim
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Serva, Heidelberg
Fetales Kälberserum (FCS) Sigma, Steinheim
Fixierer G354 AGFA, Düsseldorf
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Formaldehyd Roth, Heidelberg
FuGene 6 Transfektionsreagenz Roche, Mannheim
Fungizone Gibco, Karlsruhe
Geniticin G418 Sulphate Gibco BRL, Karlsruhe
L-Glutamin PAA, Cölbe
Glutaraldehyd 25% Agar scientific, Essex (GB)
Glyceringelatine (Kaiser’s) Sigma, Steinheim
Glycin Roth, Heidelberg
GM-CSF (human) R&D-Systems, Wiesbaden
GoTaq DNA Polymerase (5u/µl) Promega, Mannheim
GoTaq Flexi-Buffer (green, 5x, 10x) Promega, Mannheim
Guanidin-Hydrochlorid Roth, Heidelberg
Hämalaun Roth, Heidelberg
Hydrocortison Sigma, Steinheim
In Situ Cell Death Detection Kit, AP Roche, Mannheim
Isopropanol (vergällt) KMF Optichem, Lohmar
Isopropanol, minimum 99% Sigma, Steinheim
Jodacetamid Sigma, Steinheim
Kollagenase I Worthington Biomedical Corporation,
Lakewood (USA)
LightCycler-FastStart DNA Master Green I Roche, Mannheim
Loading Dye 6x New England Biolabs, Ipswich (USA)
Low molecular weight DNA Ladder New England Biolabs, Ipswich (USA)
Magermilchpulver Merck, Darmstadt
β-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
Methanol Apotheke Universitätsklinikum Aachen
MgCl2 (25mM) Promega, Mannheim
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Mycoplasmentestkit Venor GeM Minerva Biolabs, Berlin
Natriumazid, reinst Serva, Heidelberg
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat monohydrat Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg
Natriumhydroxid (NaOH) Roth, Heidelberg
Nitroblue tetrazolium chloride (NBT) Roche, Mannheim
Normal Horse Serum VectorLabs, Burlinghame (USA)
Oligo-(dT)20-Primer Invitrogen, Karlsruhe
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt
PCR Grade Nucleotide Mix (10mM) Roche, Mannheim
Penicillin PAA, Cölbe
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma, Steinheim
Phosphate Buffered Saline (PBS)-Tabletten Gibco BRL, Karlsruhe
Pierce ECL Western Blotting Substrate Perbio Science, Bonn
Proteinase K Roche, Mannheim
Proteinase Typ XXIV (bakteriell) Sigma, Steinheim
Protector RNase Inhibitor Roche, Mannheim
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden
Rainbow Molecular Weight Marker RPN 800 Amersham Bioscience, UK
REALTMDetection System K5001 Dako, Hamburg
Rotiphorese Gel 30 Roth, Heidelberg
Samplebuffer Laemmli 2x Sigma, Steinheim
Staurosporine Ready Made Solution Sigma, Steinheim
SuperScriptIII Reverse Transcriptase Invitrogen, Karlsruhe
SuperSignal Femto Maximun Sensitivity Substrate Thermo Scientific, Rockford (USA)
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T7 RNA Polymerase Roche, Mannheim
TGF-α (human) R&D-Systems, Wiesbaden
TEMED Roth, Heidelberg
Tissuetec Sakura, Zoeterwoude (NL)
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe
TRAIL Alexis Corporation, San Diego (USA)
Tri Reagent Sigma, Steinheim
Tris Roth, Heidelberg
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck, Darmstadt
Trypanblau Sigma, Steinheim
Trypsin, 2,5% Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Tween 20 Serva, Heidelberg
Urea Roth, Heidelberg
Vectashield Mounting Medium Vector Laboratories, Burlingame (USA)
Vitro Clud Langenbrinck, Emmendingen
Xylol Apotheke Universitätsklinikum Aachen
2.1.4 Zelllinien und Gewebe
HaCaT-Zellen HaCaT-Zellen stellen eine spontan immortalisierte Keratinozytenzell-
linie dar, die 1988 im Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) von Boukamp et
al. etabliert wurde. Sie stammen von der Nachresektion eines malignen Melanoms
von der oberen, nicht sonnenexponierten Rückenpartie eines 62-jährigen männli-
chen Patienten. Die Abkürzung steht für “human adult low calcium temperature”
und nimmt damit Bezug auf die Herkunft und die Entstehung dieser Zelllinie, die
unter Kultivierung bei einer niedrigen Calziumkonzentration von 0,2mM und einer
erhöhten Temperatur von 38,5°C generiert wurde [11].
HaCaT-Klon E120/4 HaCaT-Zelllinie, stabil transfiziert mit pcDNAdest-ACSL5bfl
(Volltransfektant). ACSL5bfl (ACSL5-full length) ist die Form der ACSL5, wel-
che das Exon 20 beinhaltet. Das Konstrukt wurde am Institut für Pathologie in
Heidelberg hergestellt.
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HaCaT-Klon EL12/2 HaCaT-Zelllinie, stabil transfiziert mit pcDNAdest 40 (Leer-
transfektant).
Fibroblasten/ Gewebe Fibroblasten wurden als primäre Zellen aus Hautresektaten
isoliert. Hierbei handelte es sich um Vollhaut aus der Abdominalregion und dem
Oberschenkel von 10 Patienten (♀ und ♂ zwischen 19 und 59 Jahren). Paraffin-
material von verschiedenen Hautpathologien der humanen Epidermis fand bei im-
munhistologischen Untersuchungen Verwendung. Die Proben stammten aus dem
Archiv des Instituts für Pathologie der Universitätsklinik Aachen. Es handelte sich
um Hautresektate mit diagnostizierter solarer Schädigung von 8 Patienten (♀ und♂ zwischen und 56 und 82 Jahren). Darüber hinaus wurden Resektate epiderma-
ler Plattenepithelkarzinome von 17 Patienten (♀ und ♂ zwischen und 64 und 82
Jahren), sowie Normalhaut in äquivalenten Kontrollen untersucht.
Für die Arbeit mit humanem Gewebe bestand eine Legitimation durch die örtliche
Ethikkommission (EK 057/08).
2.1.5 Zusammensetzungen von Puffern, Medien und Lösungen
2.1.5.1 Medium und Zusätze für die Zellkultur (Tabelle 1)
Tabelle 1: Zusammensetzung des Basismediums für Fibroblasten und HaCaT-Zellen (560ml)
Komponente Volumen Endkonzentration/Menge
DMEM high Glucose 500ml -
FCS 56ml (= 10%) -
Penicillin 40 000 U/ml
L-Glutamin 4ml 1,6mM
Streptomycin 40mg
Für die Kultur der stabilen Transfektanten E120/4 und EL12/2 war zusätzlich eine
Supplementierung von 1000µg/ml G418 in das Basismedium notwendig.
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2.1.5.2 Puffer und Lösungen für molekularbiologische Untersuchungen
Puffer für Agarose-Gelelektrophoresen (Tabelle 2)
Tabelle 2: 50x TBE-Puffer
Komponente Volumen/Menge
Tris 108g
Borsäure 55g
EDTA (0,5M, pH8) 40ml
auf 1l mit A. bidest. auffüllen
Puffer und Lösungen für die Proteinextraktion (Tabelle 3 und 4)
Tabelle 3: 0,3mM Guanidin - Hydrochlo-
rid in 95% Ethanol
Komponente Volumen/
Menge
Guanidin-
Hydrochlorid
5,73g
100% Ethanol 190ml
A. bidest. 10ml
Tabelle 4: 2x LSB
Komponente Volumen/
Menge
86% (v/v) Glycerin 5,81ml
SDS 1,5g
4x Upper Tris 6,25ml
β-Mercaptoethanol 2,5ml
100mM PMSF 0,5ml
Bromphenolblau 1ml
A. bidest. 8,94ml
Puffer und Lösungen für SDS-PAGE und Western Blot (Tabellen 5 bis 10)
Tabelle 5: 4x Upper Tris Buffer (UT) zur
Herstellung von PAA-Gelen
Komponente Volumen/
Menge
Tris 60,57g
A. bidest. 1l
10% SDS 40ml
vor Zugabe des SDS pH 6 einstellen
Tabelle 6: 4x Lower Tris Buffer (LT) zur
Herstellung von PAA-Gelen
Komponente Volumen/
Menge
Tris 181,71g
A. bidest. 1l
10% SDS 40ml
vor Zugabe des SDS pH 8,8 einstellen
18
Tabelle 7: 7,5% PAA-Gele
Komponente Volumen im Trenngel (7,5%) Volumen im Sammelgel (4,6%)
A. bidest. 9,9ml 8,7ml
4x LT 5ml -
4x UT - 3,8ml
Rotiphorese-Gel
PAA
5ml 2,3ml
TEMED 25,2µl 60µl
APS (10%) 90µl 90µl
Tabelle 8: 10x LE-Puffer (Laufpuffer)
Komponente Volumen/Menge
Tris 30,2g
Glycin 144g
A. bidest. 1l
mit NaOH auf pH 8,8
Tabelle 9: Zusammensetzung der Puffer für das Semidry-Blotverfahren
Puffer Komponente Volumen/Menge
Anodenpuffer I Tris 36,5g
A. bidest. 1l
Anodenpuffer II Tris 365g
A. bidest. 1l
Kathodenpuffer Tris 30,2g
Aminohexansäure 50,25g
A. bidest. 1l
Tabelle 10: Färbe- und Entfärbelösung für PVDF-Membranen
Lösung Komponente Volumen/Menge
Färbelösung (100ml) Coomassie Brilliant blue 0,2g
Methanol 40ml
Essigsäure 2ml
A.bidest. 58ml
Entfärbelösung (1l) Methanol 500ml
Essigsäure 10ml
A.bidest. 490ml
19
2.1.5.3 Puffer für histologische Untersuchungen
Puffer für TUNEL-Assays (Tabelle 11)
Tabelle 11: TE-Puffer
Komponente Volumen/Menge
1M Tris (pH7,4) 2ml
0,5M EDTA (pH8,0) 400µl
auf 200ml mit A.bidest. auffüllen, dann pH7,3 einstellen
Puffer für mRNA in situ Hybridisierungen (Tabellen 12 bis 14)
Tabelle 12: Vorhybridisierungs-Mix
Komponente Volumen
50x Denhardt’s 1ml
0,5M EDTA 1ml
2M Tris-HCl (ph7,4) 500µl
t-RNA (10mg/ml) 500µl
5M NaCl 80µl
+DEPC-Wasser auf 10ml
Vor Benutzung gleiches Volumen deionisches Formamid zugeben
Tabelle 13: Hybridisierungs-Mix
Komponente Volumen
100% deion.
Formamid
200µl
10x Grundmix 40µl
2M DDT 40µl
5M NaCl 26,8µl
50% Dextransulfat 80µl
RNA-Sonde (Endkonzentration
2-15ng/µl)
+DEPC-Wasser auf 400µl
Tabelle 14: Grundmix
Komponente Volumen
1M Tris-HCl (pH7,5) 200µl
0,5M EDTA 20µl
50x Denhardt’s 200µl
t-RNA (25mg/ml) 200µl
Fischsperma DNA
(10mg/ml)
100µl
DEPC-Wasser 280µl
2.1.6 Primer
Alle Primerpaare wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg) hergestellt,
Sequenzen und Produktgrößen sind in Tabelle 15 ersichtlich.
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2.1.7 Antikörper
Anti-ACSL5 mAb mouse Abnova, Heidelberg
Anti-α-Poly-Histidine mAb mouse R&D-Systems, Deutschland
Anti-β-Aktin mAb mouse Sigma, Steinheim
Anti-CD1a mAB mouse Immunotech, Marseille (FR)
Anti-Digoxigenin-AP sheep IgG Roche, Mannheim
Anti-CK20 mAb mouse Dako, Hamburg
Anti-E-cadherin mAb mouse Transduction Laboratories, USA
Anti-His6 mAb mouse Roche, Mannheim
Anti-Involucrin mAb mouse Dianova, Hamburg
Anti-Ki-67 mAb mouse Dako, Hamburg
Anti-Rabbit Alexa 488 Invitrogen, Karlsruhe
Anti-S100 pAb rabbit Dako, Hamburg
donkey anti rat IgG (Cy2-konjugiert) Jackson Immuno Research, USA
donkey anti mouse IgG (Cy3-konjugiert) Jackson Immuno Research, USA
goat anti mouse IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
goat anti rat IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
goat anti pAb mouse (biotinyliert) Dako, Hamburg
goat anti pAb rat (biotinyliert) Dako, Hamburg
KD7 (anti-ACSL5) mAb rat Gassler et al., Journal of Pathology,
2004, 202: 188-196
Cy-3-konjugiertes Streptavidin Jackson Immuno Research, USA
2.1.8 Transfektionsplasmide
pcDNAdest40 Gateway Vector Invitrogen, Karlsruhe
pcDNAdest40 ACSL5bfl Institut für Pathologie, Uni Heidelberg
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2.1.9 Software
Adobe Photoshop CS2 Adobe-Software, Deutschland
LightCycler Software Roche, Mannheim
Nano Drop Software Peqlab, Erlangen
SOFTmax 1.2.0 für ELISA Molecular Devices, München
BMG Optima BMG Labtech, Offenburg
MediSun UV-Lichttherapie Version 6.4.2 Schulze & Böhm GmbH, Brühl
2.2 Zellbiologische Methoden
2.2.1 Isolation von Fibroblasten aus humaner Dermis
Eine Isolation von Fibroblasten war nötig, um sie als dermale Zellen bei der Herstel-
lung von Dermisäquivalenten einzusetzen. Soweit noch nicht geschehen wurde die frische
Haut von subkutanem Fettgewebe befreit und in lange, schmale Streifen geschnitten. Es
folgte eine Inkubation in Dispase (2,4U/l) über Nacht bei 4◦C und wurde anderntags
für etwa 10min im Schüttelwasserbad bei 37◦C fortgesetzt. Nach ausgiebigem Vortexen,
um die Epidermis von der darunterliegenden Dermis mechanisch zu lösen, wurde erstere
mit sterilen Pinzetten von der Lederhaut abgezogen. Zur etwaigen Isolation von Kerati-
nozyten musste die Dispasereaktion durch Zwischenlagern der separierten Epidermis in
kaltem PBS gestoppt werden.
Die von der Epidermis befreite Lederhaut wurde für die Isolation der Fibroblasten
für etwa zwei Stunden bei 37◦C im Schüttelwasserbad in einer 0,2%-igen Kollagenase-
I-Lösung inkubiert. Bei diesem Vorgang lösten sich Zellen aus der umgebenden Ma-
trix heraus. Anschließend konnte die Suspension von großen Dermisstücken befreit und
mehrmals in PBS gewaschen werden. Nach Abzentrifugieren (1200rpm, 10min) der Fi-
broblasten und verbliebener kleiner Dermisstücke wurde das entstandene Pellet in 10ml
Kulturmedium resuspendiert und ausgesät. Feinkörnige Verunreinigungen wurden durch
die folgenden Mediumwechsel entfernt.
2.2.2 Kultivieren und Passagieren von humanen dermalen Fibroblasten und
HaCaT-Zellen
Die Kultivierung von humanen dermalen Fibroblasten und HaCaT-Zellen erfolgte im
Inkubator bei 37◦C in einer feuchten 5%-CO2-Atmosphäre. Beide Zelltypen wurden vor-
wiegend als Monolayer in T75-Kulturflaschen kultiviert.
Als Kulturmedium für beide Zelltypen wurde das eingangs beschriebene high glucose
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) verwendet, in das Pen/Strep, L-Glutamin
und FCS supplementiert wurde (s. 2.1.5.1). Dadurch wurde die für die Generierung von
Epidermisäquivalenten (s. 2.2.6) nötige Kokultur von Fibroblasten und HaCaT-Zellen
problemlos möglich. Jegliches Handhaben von Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen
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unter einer Lamina mit vertikaler Strömung. Sämtliche Materialien mussten für den
Gebrauch steril vorliegen, Kulturmedium und Lösungen waren im Wasserbad auf 37◦C
zu erwärmen. Ein Mediumwechsel erfolgte bei beiden Zellentitäten alle 3-4 Tage.
Waren die Zellen am Boden der T75-Kulturflasche konfluent geworden, mussten sie
passagiert werden. Nach Absaugen des Kulturmediums wurde der Zellrasen einmal mit
vorgewärmtem PBS gewaschen, um Serumreste zu entfernen, die die Trypsinreaktion be-
hindern und die Zellen einer unnötig langen Trypsinierungszeit aussetzen würden. Zum
Ablösen der Zellen wurden 3ml eines Trypsin(0,25%)/EDTA-Gemischs hinzugegeben.
Durch die enzymatische Aktivität von Trypsin als Protease wurden sowohl interzellulä-
re Kontakte als auch Integrinverbindungen der Zellen zum Kulturflaschenboden gelöst,
um die Zellen zu singularisieren. EDTA als Chelatbildner fing divalente Kationen wie
Ca2+undMg2+ab und zerstörte dadurch Integrinverbindungen zum Flaschenboden. Nach
entsprechender Inkubationszeit (Fibroblasten 2-3min, HaCaT-Zellen 5-7min) konnte die
Reaktion durch Zugabe von 7ml serumhaltigem Medium gestoppt werden. Das Total-
volumen von 10ml wurde nun in ein 50ml-Falconröhrchen überführt und für 10min bei
1200rpm schonend abzentrifugiert. Das Passagierungsverhältnis war der Zellmenge und
der erwarteten Teilungsrate anzupassen (HaCaT-Zellen 1:10-1:20, Fibroblasten 1:2-1:4).
Entsprechend wurden die Zellen in Kulturmedium resuspendiert und ausgesät.
Die Volumina von PBS, Trypsin/EDTA und Kulturmedium waren der Fläche und den
Volumina der genutzten Kulturbehältnisse anzupassen.
2.2.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen
Um auf Zell-Backups zurückgreifen zu können, wurden Fibroblasten, HaCaT und Trans-
fektanten regelmäßig kryokonserviert. Für die Kryokonservierung von Zellen wurden die-
se zunächst analog zum Passagieren trypsiniert und nach Abstoppen der Reaktion durch
serumhaltiges Medium mittels Zentrifugation (1200rpm, 10min) pelletiert. Das Medium,
welches für die Kryokonservierung benötigt wurde, setzte sich aus Kulturmedium mit 8%
Dimethylsulfid (DMSO) und 10% FCS zusammen. DMSO fungierte als Kristallisations-
hemmer und schützte so die gefrierenden Zellen vor Beschädigung. Die Zellen wurden in
Kryoröhrchen konserviert, welche nach Befüllung ein totales Volumen von 1ml enthalten
sollten. Demnach wurde das Zellpellet in dem entsprechenden Volumen Einfriermedium
resuspendiert.
Da sowohl HaCaT-Zellen als auch Fibroblasten nach Auftauen und Aussaat problem-
los adhärierten, konnte entsprechend der erwarteten zellulären Teilungrate eine T75-
Kulturflasche humaner Fibroblasten auf 2-3, eine T75-Kulturflasche HaCaT-Zellen auf
6-7 Kryoröhrchen verteilt werden. Diese waren bis zum Einfriervorgang auf Eis zu la-
gern, um den Zellstoffwechsel in Anwesenheit des zytotoxischen DMSO zu minimieren.
Befüllte Kryoröhrchen wurden nun in das Kryokonservierungsgerät eingesetzt und in
einem thermisch isolierten Zylinder über einem Stickstoffreservoir für 1h dem ständig
umgewälzten, erkaltenden Luftstrom ausgesetzt und anschließend in flüssigem Stickstoff
(−196◦C) gelagert.
Zur Rekultivierung tiefgefrorener Zellen wurden die Kryoröhrchen bei 37◦C kurz an-
getaut und die Zellsuspension anschließend zügig in 10ml angewärmtem PBS oder Kul-
24
turmedium aufgenommen. Nach Pelletieren der Zellen durch Zentrifugation (1200rpm,
10min) und Absaugen des Überstandes wurden sie in 10ml frisches Medium aufgenom-
men und ausgesät. Nach 24h war ein Mediumwechsel vorzunehmen um DMSO-Reste zu
entfernen.
2.2.4 Bestimmung von Zellzahlen
Um die Zellzahl in einer Suspension zu bestimmen, wurde der Casy 1 von Schärfe genutzt,
dessen Technologie auf elektronischer Pulsflächenanalyse basiert. 100µl der Zellsuspensi-
on wurden in 10ml Casyton, einer isotonischen Elektrolytlösung, verdünnt und von einer
Kapillare angesaugt, die sich in einem elektrischen Feld zwischen zwei Platinelektroden
befand. Erfasst wurden elektrische Impulse, die vorbeiziehende Zellen auslösten. Dabei
konnten sowohl Zellgröße als auch die Größenverteilung detektiert und numerisch sowie
graphisch auf einem Display wiedergegeben werden. Durch die Messergebnisse war eine
Differenzierung zwischen vitalen und toten Zellen bzw. Zellbestandteilen möglich, da
letztere kleiner waren und sich in der Größenverteilung außerhalb der Optimumkurve
befanden. Das Messergebnis in Anzahl pro ml war das Mittel einer Dreifachbestimmung.
Alternativ wurden Zellen in einer Neubauer-Kammer gezählt. Hier wurde die Zellsus-
pension durch Kapillarkräfte unter ein Deckglas mit definiertem Abstand zum Unter-
grund gesogen, innerhalb vier markierter Felder ausgezählt und auf die Zellzahl pro ml
anhand der Formel
Zellzahl
ml = arithmetisches Mittel der Zellzahl x Resuspendierungsvolumen [ml] x 10
4
errechnet.
2.2.5 Erzeugung von Dermisäquivalenten
Epidermisäquivalente wurden auf einer Kollagenmatrix kultiviert, in die Fibroblasten
eingebettet waren. Diese beiden Komponenten entsprachen zusammen prinzipiell ei-
nem Dermismodell, äquivalent zu der in vivo existierenden extrazellulären Matrix und
den diese Matrix und Wachstumsfaktoren bildenden Stromazellen. Als Kultursystem
dienten 6-Well-Platten mit Transwelleinsätzen, die nach unten hin von Polykarbonat-
Membranen mit 0,4µm Porengröße abgeschlossen wurden. Diese Porengröße ermöglichte
zwar einen Stoffaustausch mit dem Kulturmedium, unterband jedoch eine Zellmigration
aus dem Transwell hinaus.
Humane dermale Fibroblasten der Passagen 3-6 wurden trypsiniert und nach Abstop-
pen der Reaktion, steril abgefüllt in 50ml-Falconröhrchen, in einen postmitotischen Zu-
stand versetzt. Dies war notwendig, um im Kollagengel über den Kultivierungszeitraum
eine konstante Fibroblastenzahl zu gewährleisten. Dazu wurden die Zellen einer Dosis
γ-Strahlung von 70Gy ausgesetzt [93]. Genutzt wurde hierzu das γ-Bestrahlungsgerät
IBL437C der Klinik für Strahlentherapie, der gewünschten Strahlendosis entsprach ei-
ne Bestrahlungszeit von 943 Sekunden. Anschließend konnten die Zellen in Suspension
gezählt und bis zur weiteren Verwendung kurz bei 37◦C zwischengelagert werden.
Für die Herstellung der Kollagenmatrix wurden nach Schneider et al. 80% Kollagen
G (vorwiegend Kollagen Typ I) mit 10% 10x DMEM luftblasenfrei gemischt und mit
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sterilfiltrierter 1M NaOH sorgfältig bis zum Neutralpunkt rücktitriert. Als pH-Kontrolle
diente der Farbindikator des 10x DMEM. Zum Eingießen der postmitotischen Fibro-
blasten wurde die Zellsuspension im Volumenverhältnis von 10% des gewünschten Ge-
samtvolumens mit dem Kollagen/DMEM-Gemisch vermengt. Hierbei war eine homo-
gene Verteilung der Zellen essentiell, um eine konstante Fibroblastenkonzentration in
allen Dermisäquivalenten zu gewährleisten. Die eingesetzte Fibroblastenzahl war an die
angestrebte Zellkonzentration (Zellen/ml Kollagen) zu adaptieren. Idealerweise war zur
Verhinderung einer vorzeitigen Auspolymerisierung des Gels während des gesamten Vor-
gangs mit gekühlten Behältnissen und Pipetten zu arbeiten. Um ein luftblasenfreies
Dermisäquivalent zu erhalten wurden je 3ml des Gemisches am Rand des Transwells
entlang einlaufen gelassen [128]. Nach 1-1,5 Stunden im Brutschrank bei 37◦C waren
die Gele auspolymerisiert und das untere Kompartiment der 6-Well-Platte konnte mit
2ml Kulturmedium gefüllt werden. Ein Befüllen auch des oberen Kompartimentes nach
2h sicherte eine optimale Versorgung der eingegossenen Fibroblasten. Auspolymerisier-
te Gele mit eingebetteten vitalen Fibroblasten kontrahierten, was als Vitalitäts- und
Funktionszeichen der Zellen gewertet werden konnte. Daher waren am nächsten Tag die
Gele vom Transwellrand zu lösen. Nach 2-3 Tagen konnten die Dermisäquivalente mit
epidermalen Zellen beschickt werden. Um einen Vergleich zu ermöglichen, wurden bei
der Etablierung des Systems für die Arbeit auch Dermisäquivalente ohne Fibroblasten
erzeugt. Zum Volumenausgleich bei der Herstellung der Kollagenmatrix diente DMEM.
2.2.6 Erzeugung und Kultivierung von Epidermisäquivalenten
Bei der Generierung von Epidermisäquivalenten wurde epidermalen Zellen in organotypi-
schen Kokulturen mit dermalen Fibroblasten eine Möglichkeit zur Differenzierung gebo-
ten. Dies wurde mit dem Ziel durchgeführt, etwaige Effekte einer ACSL5-Überexpression
an einem lebensnahen Modell zu untersuchen.
Eine Keratinozyten-Zelllinie erschien dafür am zweckmäßigsten, da primäre Kera-
tinozyten einige unerwünschte Eigenschaften aufwiesen. Sie unterlagen einer raschen
Zellseneszenz [54], zeigten sich anspruchsvoll in ihren Kulturbedingungen [134] und un-
terlagen durch Isolation aus verschiedenen Spendern in ihren Eigenschaften potentiell
interindividuellen Unterschieden. Die HaCaT-Zelllinie erwies sich in vielerlei Hinsicht
als geeigneter. Als immortalisierte Zelllinie entwickelte sich eine Zellseneszenz erst nach
über 140 Passagen [11]. Dass sie unter gleichen Bedingungen wie humane Fibroblasten
kultiviert werden konnten, erwiesen sich HaCaT-Keratinozyten als gut geeignet zur Ge-
nerierung von organotypischen Kokulturen [94, 128]. Die Immortalisierung der Zelllinie
erfolgte spontan, was der HaCaT-Zelllinie laut Literatur im Gegensatz zu durch virales
Genom immortalisierten Zelllinien bessere Differenzierungseigenschaften einräumt [8].
Die Erzeugung stabiler Transfektanten auf Basis der HaCaT-Zelllinie war vergleichs-
weise einfach möglich und ist vielfach publiziert [12, 124]. Darüber hinaus unterlag sie
als etablierte Zelllinie keinen interindividuellen Unterschieden und bot aufgrund dessen
bessere Reproduktionsmöglichkeiten.
Fertige Dermisäquivalente wurden wahlweise mit untransfizierten HaCaT-Zellen der
Passagen 26-35, dem Leertransfektanten EL12/2 oder dem Volltransfektanten E124/4
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Kultur von Epidermisäquivalenten
aus Passage 2-15 beschickt. Die Verwendung von HaCaT-Transfektanten entfiel bei den
Etablierungsversuchen. Die epidermalen Zellen wurden analog zum Passagieren in T75-
Kulturflaschen trypsiniert und nach Abstoppen der Reaktion in Suspension gezählt.
Nach anschließendem Pelletieren mittels Zentrifugation (1200rpm, 10min) waren die
Zellen in dem Volumen DMEM zu resuspendieren, in dem die Zellkonzentration an-
schließend der gewünschten Zellzahl pro 100µl Suspension entsprach. Das Medium aus
den oberen Kompartimenten der 6-Well-Platten mit eingesetzten Transwells wurde ab-
gesaugt. Zum Beschicken der Dermisäquivalente wurden nun je 100µl der Zellsuspension
mittig auf die Gele aufpipettiert. Nach 2h Kultur im Brutschrank bei 37◦C, um eine
Zellensedimentation zu ermöglichen, wurde das obere Kompartiment wieder vorsichtig
befüllt und das Modell über Nacht bei 37◦C weiterkultiviert.
Anderntags wurde das Medium beider Kompartimente entfernt und nur noch das un-
tere mit 2ml des entsprechenden Mediums befüllt. Dadurch wurde der Mediumspiegel
in den Transwells herabgesenkt, so dass die Kultivierung des Epidermisäquivalentes nun
unter Luftkontakt erfolgte. Im Gegensatz zu mit Medium bedeckten Kulturen, zeigen an-
sonsten analog, jedoch and der Grenzzone zwischen Luft und Mediumspiegel kultivierte
Epidermisäquivalente laut Literatur eine der in vivo-Situation ähnlichere Stratifizierung
[78]. Untere Gelanteile standen durch die Polykarbonat-Membran in Kontakt mit dem
Kulturmedium, so dass die Versorgung der epidermalen Zellen per Diffusion stattfinden
konnte (s. Abb. 3). Dies entsprach prinzipiell der Situation in vivo, da die Epidermis
nicht vaskularisiert ist und ebenfalls per Diffusion aus dermalen Kapillarschlingen ver-
sorgt wird. Unter diesen Bedingungen wurde das System für 3-20 Tage kultiviert, bevor
die Kultivierung beendet und sowohl Dermis- als auch die aufgelagerten Epidermisä-
quivalente für weitere Untersuchungen aufgearbeitet werden konnte. Ein Mediumwechel
erfolgte alle 2 Tage.
Als problematisch erwies sich die Definition expliziter Kulturbedingungen zur Errei-
chung einer bestmöglichen Ausdifferenzierung der generierten Epidermisäquivalente, da
die Ergebnisse dieser Arbeit nicht deckungsgleich mit bereits publizierten Daten waren.
Normalerweise sollen Keratinozyten an der Regulation der eigenen Proliferations- und
Differenzierungsvorgänge mitbeteiligt sein [95]. Einen wichtigen Baustein stellt die epi-
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Tabelle 16: Variablen bei der Kultivierung von Epidermisäquivalenten
Variable Konzentration/ Menge/ Dauer
Fibroblastenzahl 0-4x105 Zellen/ml Kollagengel
GM-CSF 100ng/ml Kulturmedium
TGF-α 2ng/ml Kulturmedium
EGF 2ng/ml Kulturmedium
Hydrocortison (HC) 0,5µg/ml Kulturmedium
Kulturdauer 3-20 Tage
dermodermale Homöostase dar, die u.a. über ein Zytokin-Netzwerk vermittelt wird [92].
In diesem Szenario sind dermale Fibroblasten von Bedeutung, die u.a. durch epider-
male IL-1-Sekretion zur Sezernierung von epidermalen Wachstumsfaktoren wie KGF
(keratinocyte growth factor) und GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating
factor) angeregt, die daraufhin parakrin auf die epidermalen Zellen einwirken können.
Bei Keratinozyten in 2D-Kultur in vitro bewirken KGF und GM-CSF eine starke pro-
liferative Aktivität der Zellen und scheinen eine wichtige Aufgabe in der Wundheilung
zu übernehmen [55, 138]. Darüber hinaus sezernieren Keratinozyten TGF-α, welches
autokrin Proliferation stimuliert, darüber hinaus aber auch Apoptose inhibieren und zur
Expression epidermaler Wachstumsfaktorrezeptoren anregen kann. Dies zeigt sich bei-
spielsweise bei einer vermehrten Entstehung von Papillomen bei TGF-α überexprimie-
renden Mäusen [32]. Dieses System funktioniert laut Maas-Szabowski et al. bei Arbeiten
mit HaCaT in Kokultur mit Fibroblasten nur eingeschränkt, da hier ein sehr geringes
epidermales IL-1-Expressionsniveau vorliegt. Dadurch wird in dermalen Fibroblasten ei-
ne nur unzureichende KGF/GM-CSF-Sekretion induziert. Die Zugabe von TGF-α soll
sowohl die proliferative Aktivität von HaCaT-Zellen in Kultur als auch die epiderma-
le IL-1-Sekretion steigern. Darüber hinaus wird eine vermehrte Expression epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptoren an HaCaT-Zellen beschrieben. Demnach soll es anhand die-
ses theoretischen Modells möglich sein, ein regelrecht stratifiziertes Epithel inklusive Str.
granulosum und Str. corneum zu generieren [94].
Zur Etablierung geeigneter Kulturbedingungen sind verschiedene Variablen zwecks der
Generierung eines stratifizierten Epithels variiert und verglichen worden (s. Tab. 16).
Neben TGF-α, GM-CSF und verlängerter Kulturdauer wurde auch der Effekt von Hy-
drocortison [130] und EGF [61] auf die zelluläre Maturation ausgetestet, bevor definitive
Kulturbedingungen für Folgeversuche zum Vergleich zwischen generierten Tranfektanten
und untransfizierten HaCaT-Zellen definiert wurden. Um für etwaige molekularbiologi-
sche Untersuchungen möglichst standardisierte Bedingungen zu schaffen, wurden 4x105
postmitotische Fibroblasten pro ml Kollagengel eingesetzt, die Menge der initial einge-
setzten epidermalen Zellen belief sich auf 1x106.
Zum Abschätzen der proliferativen Aktivität epidermaler Zellen wurde die Stärke des
Epidermisäquivalentes bewertet. Zur lichtmikroskopischen Beurteilung eines Differenzie-
rungsprozesses zählte die etwaige Bildung von Keratohyalingranula im Str. granulosum
bzw. die Ausbildung eines Str. corneum mit anukleierten Zellen. Wenn nicht vorhanden
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wurde die Abplattung von Zellen und Zellkernen in apikalen Schichten als beginnende
Differenzierung gewertet.
In den Hauptversuchen wurde die rein histomorphologische Begutachtung der Epi-
dermisäquivalente durch verschiedene immunhistologische Färbungen erweitert. Diese
implizierten Ki67-Färbungen zur Erfassung der proliferativen Aktivität [129] sowie die
immunhistologisch erfasste Expression des Differenzierungsmarkers Involucrin. Dieses
Protein ist ein so genannter “cornified envelope precursor” und wird bereits suprabasal
in den ersten Schichten des Str. spinosum exprimiert. Involucrin ist ein Substrat der
epidermalen Transglutaminase und ein sensitiver Marker für die normale Keratinisation
in vivo [134, 35].
Die Supplementierung von G418 war bei der Kultivierung von Epidermisäquivalenten
mit den generierten HaCaT-Transfektanten aufgrund der Kokultur mit Fibroblasten
nicht möglich. Dies war jedoch auch nicht notwendig, da sich die Transfektionen als
stabil erwiesen (s. 3.2.5).
2.2.7 Aufarbeitung der Dermis-/Epidermisäquivalente für molekularbiologische
und histologische Untersuchungen
Für die Beendigung der Kultivierung wurde das Kulturmedium aus dem unteren und Me-
diumreste aus dem oberen Kompartiment sauber abgesaugt. Nach zweimaligem Spülen
mit PBS (4◦C) ergaben sich für die Aufarbeitung der Dermis- und Epidermisäquivalente
zwei Möglichkeiten.
Das für histologische Untersuchungen bestimmte Material wurde zur Fixierung durch
Quervernetzung der Proteinbestandteile der Probe mit 4% Formaldehyd überschichtet
und so für 12-24h bei Raumtemperatur belassen. Alternativ war eine schnelle Fixation
in Formaldehyd für 40min bei 60◦C möglich. Nach abgeschlossenem Fixierungsvorgang
konnte das Material paraffiniert werden (s. 2.4.1), um anschließend für histologische
Untersuchungen zu dienen. Für Kryosektionierungen des Gewebes wurde dieses im fri-
schen Zustand in flüssigem Stickstoff eingefroren und konnte anschließend direkt am
Kryostaten geschnitten oder vorerst bei −80◦C gelagert werden (s. 2.4.3).
Fürmolekularbiologische Untersuchungen der Epidermisäquivalente wurden diese wenn
möglich mit feinen Pinzetten vorsichtig von der Kollagenmatrix abgezogen und für
Protein- bzw. RNA-Extraktion aufgearbeitet. War die Separierung von Epidermis- und
Dermisäquivalent nicht möglich, so wurde das gesamte Gewebe in die Extraktionsschritte
eingesetzt. Dieses Problem wird an anderer Stelle erörtert (s. 3.2.7).
2.2.8 Erzeugung stabiler Transfektanten
Für die Examination von Effekten einer ACSL5-Überexpression auf die Zelle wurden
stabile Transfektanten auf Basis der Keatinozytenzelllinie HaCaT erzeugt. Im Detail
waren dies ein Volltransfektant, der in dem verwendeten Konstrukt pcDNA-Dest40 das
Gen für die ACSL5bfl trug, und ein für den Vergleich benötigter Leertransfektant, wel-
cher ausschließlich mit dem leeren Vektor pcDNA-dest40 transfiziert wurde (s. Abb. 4).
Beide Transfektionsvorgänge wurden mit FuGene 6 (Roche) unterstützt.
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Abbildung 4: Karte der Transfektionsplasmide; zu
weiteren Erläuterungen s. Angaben des Herstellers
Als Vorversuch war es nötig, die
letale Dosis von dem Selektivum
Geneticin (G418) zu ermitteln. Da-
zu wurde die zu transfiziernende
Zelllinie in 6-Well-Platten ausgesät
und kultiviert, bis eine Konfluenz
von etwa 70% erreicht war. Nun
wurde dem Kulturmedium das Se-
lektivum in verschiedenen Konzen-
trationen zugegeben. Die letale Do-
sis ergab sich aus der benötigten
Konzentration G418, die nach 2-3
Verdopplungzeiten alle Zellen abtö-
tete. Bei der HaCaT-Zellinie war für
einen effektiven Selektionsdruck ei-
ne Dosis von 1000µg/ml G418 nötig. Ein Mediumwechsel wurde alle 2 Tage durchgeführt.
Der Transefektionsvorgang selber erfolgte ebenfalls in 6-Well-Platten bei einer Zell-
konfluenz von 50-80%. In dieser Phase befanden sich die Zellen in der für die Trans-
fektionseffizienz förderlichen exponentiellen Wachstumsphase. Für die Kultivierung war
Penicillin- und Streptomycinfreies Medium zu verwenden. Da für jeden Zelltyp bei der
ersten Transfektion das optimale Verhältnis von Transfektionsreagenz und Plasmid-DNA
auszutesten war, wurden verschiedene Transfektionsansätze (FuGene : DNA-Ratio von
3:1, 3:2, 6:1) hergestellt. Diese Ansätze wurden mit serumfreiem Medium vermischt,
15-60 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend in das Kulturmedium der
ausgesäten Zellen gegeben. Nach 24 h Kultivierungszeit im CO2-Inkubator sollte ei-
ne transiente Transfektion vorliegen. Um stabile Klone zu erhalten, wurden die Zellen
trypsiniert und in einer Titrationsreihe (Verhältnis Zellsuspension zu Medium 1:2, 1:4,
1:10, 1:20, 1:50) in 10cm-Kulturschalen ausgesät. Dies war nötig, um nach der Selekti-
onszeit in zumindest einigen der Kulturschalen Einzelkolonien isolieren zu können. Im
Folgenden musste neben den transienten Transfektanten ein untransfizierter Vergleich
im gleichen Procedere mitgezogen werden, um nach dem Aufbau des Selektionsdruckes
durch G418, beginnend am folgenden Tag, das Ende der Selektionszeit zu bestimmen.
Einzelkolonien konnten dann entnommen werden, wenn alle Zellen im Kontrollansatz
abgestorben waren. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3-5 Tage, um den Selektionsdruck
aufrecht erhalten zu können. Bei der Erzeugung von Klonen aus der HaCaT-Zelllinie
war eine Selektionszeit von etwa 20 Tagen vonnöten.
Isolierte Einzelkolonien wurden zur weiteren Aufzucht in 96-Well-Platten transferiert.
Dabei war anfangs konditioniertes Medium (1:1) zu verwenden. Bei vollständiger Kon-
fluenz konnte der Klon auf eine 24-Well-Platte, von dort auf eine 6-Well-Platte und
schließlich in eine T25-Kulturflasche überführt werden, von wo aus er getestet wurde
(PCR, RT-PCR, Western Blot, Immunfluoreszenz, Enzymaktivitätsassays).
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2.2.9 Erstellung von Wachstumskurven (Proliferationsassays)
Um die Wachstumsrate unterschiedlicher Zellklone oder -typen objektiv erfassen zu
können, mussten Wachstumskurven angefertigt werden. Hierzu wurde für jeden Zeit-
punkt der Datenerhebung (alle 48h) die gleiche Anzahl der zu vergleichenden Zellty-
pen/Klone in 6-Well-Platten ausgesät (bei HaCaT-Zellen und Klonen E120/4, EL12/2
je 200 000/Well) und nach entsprechender Kulturdauer die Zellzahl bestimmt. Analog
zum Passagieren wurden hierzu die Zellen mit 500µl Trypsin gelöst und die Reaktion an-
schließend mit 500µl serumhaltigem Medium gestoppt. Zum Singularisieren der Zellen
war ausgiebiges Resuspendieren elementar. Die erhobene Zellzahl pro ml der Suspen-
sion, gemessen am Casy 1, entsprach der absoluten Zellzahl im Well. Im Verlauf des
Assays war es aufgrund der Überschreitung der maximal messbaren Zellkonzentration
eventuell nötig, weniger Zellsuspension in die Messung einzubringen und anschließend
aufzurechnen.
2.2.10 Durchführung von Apoptose-, Zytotoxitäts- und Viabilitäts-Assays
Ziel der parallel durchgeführten Apoptose-, Zytotoxizitäts-, und Viabilitäts-Assays war
primär, eventuelle Unterschiede in der Apoptoserate zwischen untransfizierten HaCaT-
Zellen, EL12/2 und E120/4 zu erfassen. Zusätzlich wurde die Reaktion auf die Supplika-
tion von verschiedenen Konzentrationen des Apoptose-induzierenden Liganden TRAIL
(tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand) untersucht. TRAIL wird als
ein in der Epidermis funktioneller Apoptoseligand beschrieben, der auch in Keratinozy-
tenzelllinien inklusive HaCaT-Zellen exprimiert wird [77]. Genutzt wurde das Multiplex-
Assay von Promega. Die Messung von Viabilitäts-, Apoptose- und Zytotoxizitätsreak-
tionen waren an einer Probe möglich und wurden durch Floreszenzintensitätsmessung
quantifiziert. Diese erfolgte mittels des Fluorimeters Fluostar Optima von BMG Labtech
und wurde durch die Software BMG Optima dargestellt.
Das zur Quantifizierung der Apoptose genutzte Apo-ONETM Homogeneous Caspase-
3/7 Assay enthielt neben einem Puffer, der für optimale Bedingungen für die enzyma-
tischen Reaktionen sorgte, das Substrat der Caspase-3/7 Rhodamin 110 bis-N-CBZ-L-
Aspartyl-L-Glutamyl-L-Valyl-Aspartatamid (Z-DEVD-R110). Durch enzymatische Um-
setzungen am Aspartat des C-terminalen Endes der DEVD-Peptidsequenz des profluo-
reszierenden Z-DEVD-R110 durch die Caspase-3/7, wurde Rhodamin 110 aktiviert bzw.
freigesetzt und fluoreszierte bei einer Wellenlänge von 485nmEx/527nmEm. Dabei ver-
hielt sich die Fluoreszenzrate proportional zu der Menge vorhandener Caspase-3/7 als
apoptotische Effektorenzyme.
Beim CytoTox-ONETM Homogeneous Membrane Integrity Assay wurde die Nekrose-
rate in der Probe erfasst. Während des Nekrosevorgangs und des damit verbundenen
Verlustes der Membranintegrität traten Bestandteile des Zytoplasmas, unter anderem
auch Laktatdehydrogenase (LDH) aus der Zelle aus. Der enzymatische Umsatz von Resa-
zurin, einem Substrat der LDH, in das fluoreszierende Resorufin 560nmEx/590nmEm gab
Aufschluss über die Menge vorhandener LDH im Kulturmedium, welche ebenfalls pro-
portional zur gemessenen Fluoreszenzrate war.
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Das CellTiter-BlueTM Cell Viability Assay beruhte auf der Fähigkeit vitaler Zellen,
den Redoxfarbstoff Resazurin in das fluoreszierende Resofurin umzusetzen. Die Lichtin-
tensität wurde analog zum Zytotoxizitätsassay bei 560nmEx/590nmEm gemessen.
Für das Assay wurden in 96-Well-Platten je 18000 Zellen in 100µl Kulturmedium
ausgesät und 24h kultiviert. 15h vor den Messungen wurden in die dafür vorgesehe-
nen Wells TRAIL-Ligand in den Konzentrationen 10 und 25 ng/ml zugegeben (50µl
TRAIL-Ligand in 50µl Medium pro Well). Sowohl für die Apoptose- als auch für die
Zytotoxizitätsassays wurden jeweils Positiv- und Negativkontrollen mitgeführt. Als Po-
sitivkontrolle fungierten im Apoptoseassay mit Staurosporin (1µg/µl für 5h), bei dem
Zytotoxizitätsnachweis mit 0,1% Triton-X-100 (1µg/µl für 5h) behandelte Zellproben.
Als Negativkontrolle bzw. Leermessung diente Kulturmedium ohne Zellen. Nach Her-
stellen der Gebrauchsfertigkeit der Reaktionsagentien am Ende der Inkubationszeit für
die Positivkontrollen wurden aus jedem Well 80µl des Überstandes in 96-Well-Platten
mit schwarzer Wandung für die Zytotoxizitätsmessung überführt und mit 80µl des Zyto-
toxreagenzes vermischt. Die Fluoreszenzmessung erfolgte nach 10-minütiger Inkubation
auf einem Schüttler unter Lichtausschluss. Für die Viabilitätsmessung wurden die Zellen
für 60min mit 100µl frischem Kulturmedium mit 20µl Viabilitätsreagenz weiterkulti-
viert, die Fluoreszenzintensitätsmessung erfolgte direkt im Anschluss nach Überführung
des Überstandes in 96-Well-Plattenn mit schwarzer Wandung. Anschließend wurden die
Zellen mit 50µl Kulturmedium versorgt, in das 50µl Apoptose-Reagenz supplementiert
wurde. Unter Lichtausschluss folgte eine zweistündige Inkubation auf dem Schüttler mit
anschließender Fluoreszenzmessung, ebenfalls in schwarzwandigen 96-Well-Platten.
Ein Messwert ergab sich aus dem Mittelwert dreier Fluoreszenzeinzelmessungen, von
denen die Beträge der Leermessungen (s.o.) abgezogen wurden. Die Zelllinien zeichne-
ten sich durch möglicherweise unterschiedliche Proliferationsraten aus (s. 3.2.3). Um
dennoch eine Vergleichbarkeit zwischen den Zelllinien zu gewährleisten, wurden die Er-
gebnisse bei der Auswertung in Relation zu den absoluten Messergebnissen von HaCaT
als untransfizierte Zelllinie gesetzt und dann in einem zweiten Schritt auf die jeweili-
ge Viabilität als Maß für die Zellzahl normiert betrachtet (z.B. Zytotoxizität EL12/2 /
Viabilität EL12/2) und ausgewertet.
2.2.11 UVB-Bestrahlung von HaCaT-Zellen in Kultur
Um einen möglichen Zusammenhang zwischen UV-Strahlung und ACSL5-Expression
herzustellen, wurden HaCaT-Zellen in Kultur UVB-bestrahlt und die Ausprägung des
Enzyms molekularbiologisch untersucht. Gegenstand des Interesses waren Reaktionen
auf die UVB-Dosen zwischen 0 und 125mJ/cm2 nach 0, 3, 6, 12 und 24 Stunden post
radiatio. In diesem Zeitintervall zeigte sich in unterschiedlichen Arbeiten eine Alterier-
barkeit verschiedener Gene im HaCaT-Modell [4, 133, 22]. Für die UVB-Bestrahlung
kam die UV-Lichtkabine MediSun 12000 Kombi ISO der Hautklinik des Universitätskli-
nikums Aachen zum Einsatz.
Je 350 000 HaCaT wurden in 6-Well-Platten ausgesät und bis zu einer etwa 80%igen
Konfluenz kultiviert. Nach Absaugen des Kulturmediums wurden die Zellen einmalig mit
PBS (37◦C) gewaschen. Anschließend erfolgte der Bestrahlungsvorgang ohne PBS bei
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abgenommenem Deckel mit einer UVB-Dosis von 0, 25 oder 125mJ/cm2. Da die Licht-
kabine auch für die Patientenbehandlung zugelassen war, fand der Bestrahlungsvorgang
unter nicht sterilen Bedingungen statt. Um Kontaminationen vorzubeugen wurden die
Zellen nun zweimalig mit reichlich sterilem PBS (37◦C) gespült. Für die etwaige Wei-
terkultivierung wurden die Zellen mit 2ml Kulturmedium bedeckt und bei 37◦C im
Wärmeschrank belassen. Die Aufarbeitung der Zellen für RNA- bzw. Proteinextraktio-
nen zur Analyse der ACSL5-Expression in RT-PCR und Western Blot erfolgte nach 0,
3, 6, 12 und 24h post radiatio. Jede Kombination aus UVB-Dosis und Kulturdauer nach
der Bestrahlung wurde mindestens dreimalig präpariert.
Das Procedere zur Anfertigung von Immunfluoreszenz-Zytologien von HaCaT-Zellen
nach UVB-Bestrahlung folgte dem gleichen Prinzip. Hierfür wurden entweder 30 000
HaCaT-Zellen auf Coverslips bzw. 60 000 Zellen in Chamberslides ausgesät und in ca.
80%iger Konfluenz bestrahlt. Die Fixierung und Färbung der Zellen erfolgte 24h nach
der Bestrahlung (s. 2.4.5).
2.2.12 Durchführung von Trypanblau-Assays zur Erfassug der Zellviabilität
Das zellschädigende Einfluss auf HaCaT durch in vitro durchgeführte UVB-Bestrahlung
wurde in der Literatur sehr uneinheitlich dargestellt [133, 118]. Daher wurde in dieser
Arbeit die Zellviabilität von HaCaT post radiatio durch ein Trypanblau-Assay erfasst,
um das Ausmaß der Zellschädigung durch die jeweilige UVB-Dosis einordnen zu können.
Trypanblau ist ein polyanionischer Azoarbstoff, der zur Testung der Lebensfähigkeit
von Zellen (Vitalfärbung) eingesetzt wird. Lebende Zelle schließen den sauren Farbstoff
aus und erscheinen weiß, tote Zellen hingegen werden dunkelblau angefärbt.
Für das Assay wurden 250 000 HaCaT-Zellen pro Vertiefung in 6-Well-Platten aus-
gesät und nach zweitägiger Kultivierung mit einer Dosis von 0, 25 und 125mJ/cm2
UVB bestrahlt. 24h nach der Bestrahlung wurden die Zellen trypsiniert und in einem
1,5ml Eppendorfröhrchen gesammelt. Nach Zentrifugation der Suspension (6000rpm,
8min) konnte der Überstand verworfen und das Zellpellet in 50µl Medium resuspen-
diert werden. Nun wurden 250µl Trypanblaulösung (0,4%) mit 200µl PBS und 50µl der
Zellsuspension vermengt und je 10µl dieses Gemischs in einer Neubauerkammer aus-
gezählt (s. 2.2.4). Der prozentuale Anteil vitaler Zellen ergab sich aus der Berechnung
ungefa¨rbte Zellenx 100
ungefa¨rbte+ blaueZellen.
2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 RNA-Extraktion aus Zell- oder Gewebehomogenisaten in Tri-Reagent
Zellen oder Gewebestücke konnten für die simultane Extraktion von RNA und Prote-
in in Tri-Reagent aufgenommen und hierin mittels Ultra-Turrax homogenisiert werden.
Das in Tri-Reagent enthaltene Phenol und Guanidinthyocyanat verhinderte durch Inhi-
bition von RNasen den Verdau dieser empfindlichen Nukleinsäure. Nach Aliquotieren in
1ml-Proben wurden 200µl CHCl3 zugegeben, 15sec durch Vortexen gemischt und 10min
bei Raumtemperatur inkubiert. Dadurch konnte bei der anschließenden Zentrifugation
33
(12000rpm, 15min, 4◦C) aufgrund des herrschenden Dichtegradienten eine Phasentren-
nung stattfinden (von oben nach unten: RNA-Phase, DNA-Phase, Proteinphase). Die
klare RNA-Phase wurde nun in ein anderes Eppendorf-Gefäß transferiert und mit 750µl
Tri-Reagent vermengt. Nach dreiminütiger Inkubation bei Raumtemperatur und erneu-
ter Zugabe von CHCl3 (300µl) wurde die Probe für fünf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschließend 15min bei 12000rpm und 4◦C zentrifugiert. Nach diesem
Reinigungsschritt konnte der klare Überstand in ein anderes Reaktionsgefäß überführt
und mit dem gleichen Volumen Isopropanol (ca. 1ml) vermischt werden. Durch Zugabe
des Alkohols fiel die RNA aus der Lösung und wurde durch einen Zentrifugationsschritt
(12000rpm, 15min, 4◦C) pelletiert. Nach einem Waschschritt mit 500µl 80%igem Etha-
nol und nochmaliger Zentrifugation (10000rpm, 15min, 4◦C) trocknete das RNA-Pellet
und wurde anschließend in 40µl RNAsinMix (RNAse-Inhibitor und DEPC-Wasser im
Verhältnis 1:40) aufgenommen. Nun konnte die RNA quantifiziert und bei −80◦C kon-
serviert werden.
2.3.2 Extraktion genomischer DNA aus Zellen
Extraktionen von genomischer DNA wurden mit dem QIAamp DNA Mini Kit nach den
Angaben des Herstellers durchgeführt.
Daneben kam auch eine schnelle Aufbereitungsmethode zum Einsatz, bei der Zellen
in Aqua dest. in Suspension gebracht und anschließend zum Zellaufschluss für 5min
auf 95◦C erhitzt wurden. Nach Abzentrifugation der festen Zellbestandteile konnte der
Überstand, in dem Nukleinsäuren in Lösung waren, in die PCR eingesetzt werden.
2.3.3 Quantifizierung von Nukleinsäuren
Die Quantifizierung von extrahierter RNA und DNA erfolgte mit Hilfe des Spektro-
photometers NanoDrop. Für die Messung wurde ein Probenvolumen von 2µl benötigt,
welches auf eine Messoberfläche aufpipettiert wurde. Nach Herablassen eines Schwen-
karms auf einen definierten Abstand baute sich, bedingt durch die Oberflächenspannung
der Lösung, eine Flüssigkeitssäule im Lichtkanal auf. Nun war es möglich, die Konzen-
tration der Nukleinsäuren in der Lösung photometrisch zu bestimmen. Bedingt durch
die aromatischen Strukturen an den Basen der Nukleinsäuren besaß die Lösung bei einer
Wellenlänge von 260nm ihr Absorptionsmaximum. Die maximal messbare Konzentrati-
on lag bei 3000ng/µl. Durch Erfassung des proteinergen Absorptionsmaximums bei 280
nm, war durch die Quotientenbildung 260nm/280nm neben der Quantitäts- auch eine
Qualitätsbestimmung der Nukleinsäurelösung möglich. Dieser Quotient sollte über ei-
nem Wert von 1,8 liegen, da niedrigere Werte auf eine Verunreinigung durch Proteine
hinwiesen.
2.3.4 First-Strand cDNA-Synthese
Die reverse Transkription von extrahierter RNA in Erststrang-cDNA erfolgte mit dem
SuperScriptIII Reverse Transcripase-Kit der Firma Invitrogen, den Angaben des Her-
stellers wurde Folge geleistet. Es kam ein Oligo(dT)-Primer zum Einsatz, der am Poly-
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Tabelle 17: Spezifitäten der durchgeführten PCRs
Primer Master-Mix
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CMV,
CamRev 5µl 2µl
je 0,5µl
(10pmol) 0,25µl 1µl 14,75µl 1µl 25µl
S13/AS13 5µl 2µl je 0,5µl(10pmol) 0,25µl 1µl 14,75µl 1µl 25µl
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CMV,
CamRev
94◦C,
7min
94◦C,
1min
61◦C,
1min
72◦C,
1min 35 4
◦C,∞
S13/AS13 94
◦C,
7min
94◦C,
1min
54◦C,
1min
72◦C,
1min 35 4
◦C, ∞
A-Schwanz der mRNA band und eine Amplifikation dieser, nicht jedoch anderer RNA-
Arten, ermöglichte. Mit dem Kit konnten 1-3µg RNA pro Ansatz transkribiert werden.
2.3.5 Durchführung von konventionellen PCRs
Bei der Etablierung der PCRs wurden zunächst die PCR-Bedingungen, basierend auf
dem G/C-Gehalt der jeweilig genutzten Primer und der Länge des Amplifikates, abge-
schätzt (4+2-Regel). Je nach PCR-Ergebnis mussten einzelne Parameter der Reaktion
(MgCl2-Konzentration, Temperaturen) verändert werden.
Master-Mix-Zusammensetzung und PCR-Programme, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, sind Tabelle 17 zu entnehmen.
Die konventionelle PCR diente in dieser Arbeit zur Verifizierung des Transfektions-
erfolges. Die Primer CMV/CamRev detektierten das Transfektionsplasmid eines Voll-
transfektanten, mit den Primern S13/AS13 war die Erfassung des Leervektors möglich.
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2.3.6 Durchführung von RT-PCRs
Die RT-PCRs in dieser Arbeit wurden mit Hilfe des LightCycler-FastStart DNA Mas-
ter Green I-Kits von Roche durchgeführt. Master-Mix-Zusamensetzungen und PCR-
Bedingungen für die einzelnen Primer sind in Tabelle 18 aufgeführt. In dieser Arbeit
wurde ausschließlich das House-Keeping-Gen GAPDH als interner Standart verwendet.
Die Primer H52 und 19/20 detektierten die als ACSL5bfl bezeichnete Form des Gens
mit enthaltenem Exon 20.
Tabelle 18: Spezifitäten der RT-PCRs
Primer Master-Mix
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H52,
19/20,
19/21, Cy-
clophilin
2µl 2µl je 1µl 12µl 2µl 20µl
GAPDH 2µl 2,4µl je 1µl 11,6µl 2µl 20µl
Primer PCR-Bedingungen
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H52,
19/20,
19/21, Cy-
clophilin
95◦C,
10min
95◦C,
10sek
68◦C,
10sek
72◦C,
16sek 45
40◦C,
30sek
GAPDH 95
◦C,
15min
95◦C,
20sek
60◦C,
10sek
72◦C,
30sek 45
40◦C,
30sek
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2.3.7 Gelelektrophorese von PCR-Produkten
Um eine PCR auszuwerten bzw. das Ergebnis einer RT-PCR zu verifizieren, wurden
die PCR-Produkte in Loading-Buffer auf ein 2%-Agarose/TBE-Gel aufgetragen und in
eine mit TBE gefüllte horizontale Laufkammer eingelassen. Entsprechend seiner negati-
ven Ladung wurde das Amplifikat elektophoretisch zur Anode gezogen und seiner Größe
nach aufgetrennt. Sowohl in dem Agarosegel als auch in dem Leitungsmedium der Kam-
mer war Ethidiumbromid enthalten, welches mit den Nukleotiden der DNA interkalierte
und dabei sein Absorbtionsspektrum änderte. Angeregt durch UV-Licht begann es zu
fluoreszieren und konnte so fotographisch erfasst werden.
2.3.8 Proteinextraktion aus Zellen/Gewebe in Tri-Reagent und Quantifizierung
mittels BioRad DC Assay
Für eine Extraktion von Protein aus der Proteinphase, die man nach der Phasentren-
nung erhielt (s. 2.3.1) wurde die Probe nach Auftauen auf Eis mit 1,5ml Isopropanol ver-
mengt. Während der folgenden 10 min Inkubation bei Raumtemperatur fiel das Protein
aus und konnte mittels Zentrifugation (12000rpm, 10 min, 4◦C) pelletiert werden. Nach
Abnehmen des Überstandes folgten drei Waschschritte mit Guanidin-HCl in 95%igem
Ethanol. Nach je 20-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe für 10
min bei 10000rpm und 4◦C zentrifugiert. Anschließend folgte ein vierter Waschschritt
mit 100%igem Ethanol. Nach erneuter Inkubation für 20 min bei Raumtemperatur und
nachfolgender Zentrifugation (10000rpm, 10min, 4◦C ) trocknete das Proteinpellet für
5-10min und wurde dann entsprechend seiner Größe in 100-250µl 7,5M Urea/18mM
DTT mit Proteaseinhibitor aufgenommen. Ein nachgeschaltetes Sonifizieren der Proben
zerkleinerte und löste das feste Protein. Nach Lagerung über Nacht bei Raumtempe-
ratur wurde die Probe für 3min auf 95◦C erhitzt und anschließend erneut sonifiziert.
Nun konnte eine Quantifizierung des Proteins erfolgen, bevor die Probe 1:2 mit 2xLSB
verdünnt wurde. Endgültig gelagert wurden die Proben bei −20◦C.
Die Quantifizierung von gelösten Proteinen in Urea/DTT erfolgte durch fotometri-
sche Messung der Intensität einer Blaufärbung bei 405nm. Diese wurde in Relation zu
einer Ausgleichsgeraden durch die Messergebnisse einer Verdünnungsreihe von BSA in
Urea/DTT (5mg/ml, 2,5mg/ml, 1,25mg/ml, 0,6mg/ml, 0,3mg/ml, 0,15mg/ml, 0,07mg/ml,
0mg/ml) gesetzt. Das Assay selber basierte auf der Reaktion von Protein und Kupfer
in alkalischem Medium und der folgenden Redukion von Folin. Zu 5µl Proteinlösung
wurden 25µl Reagenz A+S und 200µl Reagenz B pipettiert, zusammen 15min unter
Lichtausschluss inkubiert und anschließend photometrisch gemessen. Die Messung jeder
Probe erfolgte in Dreifachbestimmung.
2.3.9 Proteinaufbereitung aus Zellen/Gewebe mittels Benzonaseverdau
Diese Methode entsprach in engerem Sinne keiner Extraktion von Protein aus Zellen
oder Gewebe, sondern der Präparation eines Zell-/ oder Gewebelysates für den Einsatz
in einen Western-Blot. Für diese Aufarbeitung wurden Zellen nach Absaugen des Kultur-
mediums und einmaligem Waschen mit PBS (4◦C) für 1min mit Complete Mini/PBS,
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einem Proteaseinhibitor, inkubiert. Nach dem Absaugen gab man 200µl 2x-LSB mit
5µl Benzonase auf die Zellen, die sich dann unter mechanischer Bearbeitung mit einem
Zellschaber lösten und anschließend aufpipettieren ließen. Durch den Einsatz von Ben-
zonase wurden vorhandene Nukleinsäuren hydrolysiert und dadurch die hohe Viskosität
der Probe herabgesetzt. Für die Aufbereitung von Gewebe (z.B. Epidermisäquivalenten)
wurde dieses nach Waschen mit kaltem PBS und Inkubation in Complete Mini/PBS
in 2xLSB/Benzonase-Gemisch mittels Pottern zerkleinert. Zum weiteren Zellaufschluss
wurden die Proben nun sonifiziert und dann für 5min auf 95◦C erhitzt. Sofort danach
war das Lysat auf Eis kühl zu stellen. Eine Lagerung erfolgte bei −20◦C.
2.3.10 Durchführung von Western-Blots
Für die dem Blot vorausgehende SDS-PAGE zur Größenauftrennung der Proteine wur-
den 7,5%ige Polyacrylamid-Gele (PAA-Gele) genutzt, von wo die Proteine zwischen zwei
Plattenelektroden per Semidry-Blot-Verfahren auf PVDF- oder Nitrozellulose-Membranen
geblottet wurden. Das Blotsystem bestand von der Anode zur Kathode aus je drei in
Anodenpuffer I und II getränkten Blotpapieren, der Blot-Membran, dem proteintra-
genden PAA-Gel und sechs in Kathodenpuffer getränkten Blotpapieren. Zwei Membra-
nen wurden für 45min bei 210mA geblottet, der anschließende Blockvorgang erfolgte
in 5%igem Milchpulver/TBST über Nacht bei 4◦C. Anderntags fand die Inkubation
im Primärantikörper für 2h bei Raumtemperatur statt, woraufhin sich sechs fünfminü-
tige Waschschritte mit TBST anschlossen. Die Visualisierung des jeweiligen Proteins
erfolgte durch eine Substratumsetzung durch die an den Sekundärantikörper gekoppel-
te HR(horseradish)-Peroxydase. Die Inkubationszeit für diesen Antikörper betrug eine
Stunde bei Raumtemperatur, woraufhin erneut sechs mal fünf Minuten Waschschritte
mit TBST durchgeführt wurden. Nach kurzem Einwirken des anschließend aufgetrage-
nen ECL Western Blotting Substrates erfolgte nach entsprechender Belichtungszeit die
Entwicklung des Fotopapiers im Röntgenfilmentwickler.
Als interner Standard, um den Einsatz äquivalenter Mengen Protein zu überprüfen,
diente β-Aktin. Ein der einstündigen Inkubation mit dem Primärantikörper vorausge-
hendes Blocken mit Milchpulver war hier nicht vonnöten. Nach anschließendem sechs-
maligen Waschen mit TBST erfolgte eine 45-minütige Inkubationszeit mit einem HRP-
gekoppelten Anti-Mouse-Antikörper. Die Entwicklung fand wie oben beschrieben statt.
Zur Visualisierung des Gesamtproteins auf den Membranen wurden diese nach der
Entwicklung für 10min Comassieblau-gefärbt.
2.3.11 Durchführung von Enzymaktivitätsassays
Nach Generierung der stabilen Transfektanten wurde die Enzymaktivität von ACSL5 in
un-, leer- und volltransfizierten HaCaT-Zellen in einem Aktivitätsassay erfasst. Dieses
wurde am Institut für Pathologie in Heidelberg durchgeführt. Das Messprinzip beruh-
te auf der Erfassung von Palmitoyl-CoA nach enzymatischer Ligation von radioaktiv
markiertem Substrat ([9, 10−3 H ]-Palmitinsäure) mit CoA.
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Die kultivierten Zellen wurden in 150mM Tris/HCl (pH 7,4) mit 2mM EDTA auf-
genommen und durch Sonifizieren homogenisiert. 100µl Reaktionsgemisch mit 200mM
ATP, 20mM CoA, 50mM EDTA, 100mM DTT, 0,5M MgCl2, 5% TritonX-100, 10mM
Palmitat und [9, 10−3 H ]-Palmitinsäure wurden mit 100µl Probevolumen für 10min bei
30◦C inkubiert. Durch den Zusatz von 1-25µMTriacsin C, welches ACSL1, 3 und 4, nicht
jedoch ACSL5 hemmt [100], konnte die Aktivität dieses Enzyms selektiv erfasst werden.
Durch Zugabe von 1ml Dole’s Medium (0,4ml H20 und 0,6ml n-Heptan) und Zentri-
fugation der Probe (5min, 4000rpm, 4◦C) wurde eine Phasentrennung herbeigeführt.
Acyl-CoA war im Gegensatz zu den lipophilen Fettsäuren wasserlöslich und befand sich
folglich aufgrund der höheren Dichte in der Unterphase. Die entstandene lipiderge Ober-
phase wurde als radioaktiver Abfall entsorgt. Es folgten sechs Waschschritte mit Dole’s
Medium. Die verbleibende Unterphase wurde mit 10ml UltimaGold-Cocktail gemischt
und anschließend die radioaktive Aktivität bestimmt. Die erfasste Enzymaktivität wurde
auf die eingesetzte Proteinmenge angeglichen. Die Messung der Aktivität jeder Zelllinie
erfolgte dreimal, das Ergebnis wurde gemittelt.
2.4 Histologische und zytologische Methoden
2.4.1 Einbetten von Gewebe in Paraffin/ Aufarbeitung der
Epidermisäquivalente
Die Einbettung der in Formaldehyd fixierten Epidermisäquivalente in Paraffin erfolgte im
Entwässerungsautomaten über Nacht. Hier durchlief das Gewebe zunächst eine aufstei-
gende Alkoholreihe (1x70% für 80min, 1x96% für 55min, 3x100% für je 55min Ethanol)
und wurde nach Passage von drei Xylolbädern (je 55min) in flüssiges Paraffin (60◦C)
überführt. Anderntags konnten die paraffinierten Gewebestreifen, die auf 60◦C gehalten
wurden, um ein frühzeitiges Erhärten des Wachses zu verhindern, in einen Paraffinblock
eingegossen werden. Dabei mussten die Streifen gekantet werden, da der histologisch
interessante Bereich auf der breiten Seite der Schnitte lag. Es war darauf zu achten, dass
nur mit erhitzten Pinzetten gearbeitet wurde, da diese sonst mit dem Material verkleben
und die epidermale Schicht beschädigen konnten. Das eingegossene Gewebe härtete auf
einer Kühlplatte aus und konnte daraufhin am Mikrotom geschnitten werden.
2.4.2 Schneiden von Paraffinmaterial
Die Herstellung von Semidünnschnitten aus Paraffinmaterial erfolgte am Rotationsmi-
krotom. Ein Messer wurde, maschinell gestützt, in definiertem Abstand über den Paraf-
finblock mit dem eingebetteten Gewebe geführt, wobei Sektionierungen von bis zu 0,5µm
Dicke möglich waren. Die abgeschälten Schnitte wurden zum Strecken vorsichtig auf ein
warmes Wasserbad überführt, von wo sie sich gut auf Objektträger aufladen ließen. Für
immunhistochemische Färbungen waren speziell beschichtete, adhäsive Objektträger zu
nutzen.
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2.4.3 Auffrieren von Gewebe und Kryosektionierung
Frisches Gewebe, welches am Kryostaten geschnitten werden sollte, wurde für diesen
Vorgang, eingebettet in Tissuetec, auf eine Temperatur von −20◦C gebracht. Ein vorhe-
riges anderweitiges Fixieren des Gewebes war nicht nötig. Ähnlich dem Rotationsmikro-
tom wurde nun in einer kleinen Kühlkammer (−20◦C ) maschinell gestützt ein Messer
über das gefrorene Gewebe geführt. Abgeschälte Gefrierschnitte konnten direkt auf den
Objektträger (Raumtemperatur) aufgezogen werden, an dem der Schnitt aufgrund des
Temperaturunterschiedes haftete. Wurde das Gewebe nicht zeitnah weiterverarbeitet,
sollte eine Lagerung der Schnitte bei einer Temperatur von −80◦C erfolgen.
2.4.4 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung stellte eine Kombinationsfärbung mit zwei Komponen-
ten dar. Hämalaun, ein aus Hämatoxylin aufbereiteter basischer Hämateinlack in saurem
Milieu, färbte basophile Bestandteile der Zelle zunächst bräunlich-rot. Dies waren insbe-
sondere Nukleus (Nukleinsäuren), raues Endoplasmatisches Retikulum oder auch Kera-
tohyalingranulae. Erst nach Anheben des pH-Wertes durch Inkubation in Leitungswas-
ser oder 0,1% NaHCO3 änderte sich die Farbe ins bläuliche. Eosin, ein saurer Farbstoff,
färbte azidophile Zellbestandteile rot, insbesondere Zytoplasmaeiweiße.
Da sich die Farbstoffe in wässrigem Milieu befanden, mussten Paraffinschnitte vor
dem Färbevorgang entparaffiniert werden. Bei Kryoschnitten war dies nicht erforderlich.
Eine Entparaffinierung erfolgte für 15min in Xylol mit anschließender Durchwanderung
der absteigenden Alkohlreihe (2x 100% (je 5min), 96%, 70%) bis Aqua dest.. Anschlie-
ßend wurden die Schnitte für 7-10min in Hämalaun gefärbt und dann für 5-10min in
Leitungswasser gebläut. Es folgte eine 10-sekündige Inkubation in Eosin, woraufhin sich
eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 2x 100%) bis Xylol anschloss. Nun konnten
die gefärbten Schnitte mit Vitroclud eingedeckelt werden.
2.4.5 Durchführung von Immunhistologien und -zytologien
Immunhistologische oder -zytologische Färbungen stellten einen in situ-Nachweis eines
Proteins mit Farbmarkierung seiner Wechselwirkung mit einem spezifischen Antikörper
dar. Alle immunhistochemischen Färbungen basierten auf dem selben Prinzip, das expli-
zite Vorgehen war allerdings für jeden Primärantikörper und die jeweilige Voraussetzung
(Histologie, Zytologie) gesondert zu etablieren.
Um immunhistologische Färbungen an Paraffinmaterial durchführen zu können, muss-
ten die Semidünnschnitte zunächst entparaffiniert werden. Dies geschah in 15-minütiger
Inkubation in Xylolbädern, nach die eine absteigende Alkoholreihe (2x 100% je 5min,
96%, 70%) bis Aqua dest. geschaltet war. Da einige Epitope formalinsensibel waren und
durch den Fixierungsvorgang potentiell in ihrer Konformation verändert wurden, konn-
te eine Antigen-Demaskierung zur Wiederherstellung der Immunreaktivität nötig sein.
Gebräuchlich waren dafür proteolytische Enzymreaktionen (Trypsin, Proteinase XXIV,
Proteinase K) oder hitzeinduzierte Demaskierungen (Dampfkochtopf, Mikrowelle). Soll-
te die Färbung über einen Substratumsatz durch eine Peroxydase erfolgen, musste die
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in den Zellen vorhandene endogene Peroxydase geblockt werden. Dies war nötig, um
starken Hintergrund oder falsch positive Ergebnisse zu vermeiden. Ein solcher Blockvor-
gang erfolgte mittels Inkubation in einem H2O2-Methanol-Gemisch. Um unspezifische
Bindungen des Primärantkörpers zu verhindern, war darüber hinaus ein Blockvorgang
mit BSA oder Seren erforderlich. Es folgte nun die Inkubation mit Primärantikörper.
Im gesamten folgenden Procedere war ein ausgiebiges Waschen der Schnitte zwischen
den einzelnen Inkubationsschritten (3x5min PBS, ggf. PBS/BSA) essentiell, um unspe-
zifische Färbungen zu vermeiden. Sollte nach der anschließenden Inkubation mit dem
Sekundärantikörper seine Visualisierung durch den enzymatischen Substratumsatz von
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) erfolgen, musste der gebundene biotinylierte Sekundäran-
tikörper zunächst in einem ABC-Komplex inkubiert werden (30min, Raumtemperatur).
Dabei entstand ein Avidin-Biotin-Peroxydase-Komplex, der die Verbindung zwischen
Zielstruktur und DAB herstellte. Dieses wurde nach Aktivierung der Peroxydase mittels
H2O2 metabolisiert und nahm eine bräunliche Farbe an. Es folgte eine Gegenfärbung mit
Hämalaun, damit es möglich war, die DAB-Färbung in den geweblichen Kontext einzu-
ordnen. Nach durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreihe bis Xylol (3x5min) konnten
die Schnitte mit Vitroclud eingedeckelt und am Lichtmikroskop histologisch begutachtet
werden.
Immunhistologische Untersuchungen mit Fluoreszenzfarbstoffen wurden an 4µm di-
cken Kryoschnitten durchgeführt. Bei einer Fluoreszenzfärbung war der Farbstoff direkt
an den Sekundärantikörper gekoppelt, die Begutachtung erfolgte am Fluoreszenzmikro-
skop.
Immunzytologische Färbungen erfolgten nach dem gleichen Prinzip wie Immunfär-
bungen am Gewebe, jedoch an auf Objektträgern oder Coverslips kultivierten Zellen.
Diese mussten vor dem Färbungsprocedere zunächst fixiert werden. Für die Zellen und
Antikörper dieser Arbeit bewährten sich dafür vor allem Acteon und Paraformaldehyd
(PFA). Eine Antkörperdemaskierung konnte ggf. entfallen. Immunzytologische Färbun-
gen wurden als Fluoreszenzfärbungen durchgeführt. Nach Binden des Sekundärantikör-
pers konnten die Zellen nach einer Kernfärbung mit DAPI (Vectashield Mounting Me-
dium) fluoreszenzmikroskopisch begutachtet werden.
Wurde das nachzuweisende Protein nur in sehr geringem Maße in der Zelle expri-
miert, konnte es nötig werden, einen Verstärkungsschritt zwischenzuschalten. Dabei wur-
de nach den Primärantikörper ein biotinylierter Brückenantikörper geschaltet, an den ein
Fluoreszenzfarbstoff-markierter Streptavidin-Antikörper binden konnte. Der resultieren-
de Vertärkungseffekt von 1:4 war so zu erklären, dass Streptavidin als Tetramer pro
Untereinheit zur Bindung eines Biotinmoleküls befähigt war. Ebenso wie die Affinität
von Avidin war auch die von Streptavidin zu Biotin sehr hoch.
Negativkontrollen wurden stets in der Lösung inkubiert, in dem die Primärantikör-
per verdünnt wurden. Negativkontrollen des Antikörpers KD7, als einzig unverdünnt
eingesetztem Antikörper, wurden in PBS inkubiert.
Die Modalitäten der einzelnen Antikörper sind in den Tabellen 19 und 20 aufgeführt.
41
Tabelle 19: Modalitäten immunhistologischer und -zytologischer Untersuchungen
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Tabelle 20: Modalitäten immunhistologischer und -zytologischer Untersuchungen (Fortset-
zung)
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2.4.6 Durchführung von TUNEL-Assays
TUNEL-Assays wurden als immunhistologisches Verfahren mit dem In Situ Cell De-
tection Kit von Roche an Paraffinmaterialien durchgeführt. Es diente zur Detektion
fragmentierter DNA per Fluoreszein-dUTP, wie sie bei apoptotischen Vorgängen in der
Zelle durch Endonukleasen entstanden. Im Kontext dieser Arbeit wurden sie als Doppe-
limmunfluoreszenz in Kombintion mit dem KD7-Antikörper angefertigt, um eine etwaige
Kolokalisation von ACSL5-Protein und apoptotischen Vorgängen innerhalb der Epider-
mis nachzuweisen.
Nach Entparaffinierung in Xylol (2x 10min) und Durchlaufen einer absteigenden Al-
koholreihe (2x 100% je 5min, 96%, 70%) bis Aqua dest. wurden die Schnitte in PBS
gewaschen (2x3min) und zur Demaskierung einem Proteinase K-Verdau in TE-Puffer
zugeführt (30min bei 37◦C). Nach erneutem Waschen in PBS (5x3min) folgte die Inku-
bation mit dem nach Angaben des Herstellers gemischten TUNEL-Mix für 60min bei
37◦C. Anschließend wurde nach einer Fluoreszenzkontrolle wiederholt gewaschen, ggf.
folgte eine immunhistologische Färbung mit KD7 (s. 2.4.5). Nun konnten die Schnitte
eingedeckelt und begutachtet werden.
2.4.7 Durchführung von mRNA in situ-Hybridisierungen
Die mRNA in situ-Hybridisierung wurden als Verfahren genutzt, um spezifische ACSL5-
mRNA-Sequenzen in morphologisch konservierten Hautgewebsschnitten zu detektieren
und lokalisieren. Damit stellte diese Methode eine sinnvolle Ergänzung zur Amplifika-
tion von cDNA in der RT-PCR dar, um die Information über das Vorhandensein von
ACSL-Transkripten in der humanen Epidermis durch eine Abbildung der intraepithelia-
len Lokalisation und Verteilung von ACSL5-mRNA zu erweitern.
Um die RNA-Sonden für die Hybridisierungen zu erstellen, wurde eine 970bp lan-
ge und Exon 21 umspannende ACSL5-Sequenz ebenso wie eine untranslatierte Regi-
on mittels PCR amplifiziert. Anschließend wurden diese mit dem Topo TA Klonie-
rungssystem in einen PCR-bluntII-topo-Vektor eingebracht. Zur Kontrolle der klonier-
ten Sequenzen erfolgte eine Sequenzierung mit dem BigDye Terminator-Kit und ei-
nem ABI 3700-Kapillar-Sequencer entsprechend den Angaben des Herstellers. Nach ei-
nem Verdau mit Restriktions-Endonukleasen (BamHI) wurden die erforderlichen RNA-
Sonden in antisense- und sense-Orientierung mittels T7-RNA-Polymerase transkribiert.
Schließlich wurden die RNA-Transkripte vor den Hybridisierungsversuchen mittels alka-
lischer Hydrolyse auf eine errechnete durchschnittliche Zahl von 250 Basen gekürzt, um
eine bessere Gewebspenetration zu erreichen.
Für die in situ-Hybridisierung wurden Schnitte humaner Haut und des Dünndarms
verwendet, letztere dienten als Positivkontrolle [47]. Nach ihrer Entparaffinierung wur-
den die Schnitte erneut in 4%igem Paraformaldehyd/PBS für 10min fixiert und anschlie-
ßend mit 8µg/ml Proteinase K in PBS für 30min bei 37◦C behandelt. Um eine Hinter-
grundsbildung zu minimieren und RNasen zu inaktivieren, folgte ein Acetylierungsschritt
mit 0,1M Triethanolamin (pH 8,0) in Essigsäureanhydrid. Nach dieser Vorbehandlung
wurden die Schnitte dehydriert (70, 80, 96% Ethanol für je 5min) und luftgetrocknet
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(20min). Sowohl Vorhybridisierung als auch Hybridisierung (6-10ng RNA-Sonde/µl Hy-
bridisierungsmix) erfolgten bei 47◦C über Nacht. Als Kontrollen dienten Schnitte, bei
welchen im Procerdere RNA-Sonden oder Antikörper durch PBS ersetzt wurden.
Die Visualisierung erfolgte durch die Immundetektion des in den RNA-Sonden ent-
haltenen Digoxigenin mit einem Alkalische Phosphatase-gekoppelten Antikörper. Die
Enzymatische Umsetzung von 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat resultierte in einem
farbigen und damit sichtbaren Präzipitat.
2.4.8 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
Kleine Stücke von kultivierten Epidermisäquivalenten mit anhaftendem Kollagen, die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen zugeführt wurden, mussten zuvor für min-
destens 24h in 3%iger Glutaraldehydlösung fixiert werden. Die weitere Aufarbeitung
oblag der elektronenmikroskopischen Abteilung des Institutes für Pathologie des Uni-
versitätsklinikums Aachen. Hier wurde das Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe
mit nachgeschalteter Propylenoxidbehandlung vollständig entwässert und schließlich in
Epon eingegossen. Nach Aushärten des Harzes wurden zunächst Semidünnschnitte her-
gestellt und eine Auswahl getroffen, von denen mit Diamantmessern Ultradünnschnitte
angefertigt wurden. Nach Kontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat konnte die
transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung angeschlossen werden (Transmis-
sionselektronenmikroskop EM400T).
2.5 Statistik
Soweit nicht anders angegeben, wurden sämtliche Versuche mindestens in einer Anzahl
von n=3 durchgeführt. Bei Untersuchungen mit numerisch messbaren Ergebnissen wur-
den zudem je die Standardabweichung und der Student’s t-Test in die Auswertung mit
einbezogen. Eine statistische Signifikanz ergab sich bei p< 0,05.
Histologische und zytologische Fotos sowie Abbildungen von Western-Blots und PCR-
Ergebnissen (konventionell) waren stets eine exemplarische Darstellung von mindestens
dreimalig äquivalent durchgeführten Versuchen.
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3 Ergebnisse
3.1 Expressionsanalysen der ACSL5 in gesunder humaner
Epidermis in vivo
3.1.1 Expression der ACSL5 in humaner Epidermis
Zu Beginn der Arbeit stand der Fokus im Nachweis und der Charakterisierung der
ACSL5-Expression in humaner Epidermis in vivo. Es wurden Hautproben (Leisten- und
Felderhaut) mit verschiedenen histologischen und molekularbiologischen Methoden un-
tersucht.
Abbildung 5: Schnitte humaner Epidermis des Daumens nach Hybridisierung mit ACSL5-
antisense- (a) und ACSL5-sense-RNA-Sonden (b); Größenbalken 150µm
Abbildung 6: KD7-Immunhistologien normaler Epidermis in vivo; Größenbalken 100µm
Schon auf Transkriptionsebene in der mRNA in situ Hybridisierung zeigte sich im
stratifizierten Epithel eine breite Expression der ACSL5 mit besonderem Fokus auf Str.
spinosum et granulosum (s. Abb. 5). Auf Translationsebene war das Expressionsmuster
weitaus vielfältiger, korrespondierte jedoch prinzipiell mit den Ergebnissen der ACSL5-
mRNA in situ-Hybridisierungen (s. Abb. 6). Die immunhistologisch visualisierte Aus-
prägung von ACSL5-Protein (KD7-Antikörper) reichte von dominanten Einzelzellzellfär-
bungen in Str. spinosum und gelegentlich Str. granulosum bis hin zu klar in Richtung Epi-
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Abbildung 7: Detailbild einer ACSL5-
Immunhistologie (KD7-Antikörper) im Be-
reich des Str. spinosum; Größenbalken
20µm
Abbildung 8: RT-PCR-Analysen von
ACSL5-Transkript (links; Probe P, Nega-
tivkontrolle N) und Immundetektion von
ACSL5-Protein im Western Blot (rechts)
aus humaner Epidermis; β-Aktin als inter-
ner Standard
dermisoberfläche ansteigenden Gradienten. Letztere Bilder wiesen ebenfalls vergleichs-
weise dominante Einzelzellfärbungen in der Stachenzellschicht und ließen sich damit gut
mit den Ergebnissen der mRNA in situ-Hybridisierung in Einklang bringen. Insgesamt
orientierte sich die beobachtete Variabilität prinzipiell an der DAB-Entwicklungsdauer.
Der DAB-Niederschlag war in allen Färbungen zytoplasmatisch lokalisiert, wies je-
doch keine homogene Verteilung über das Zytoplasma auf. Vielmehr imponierte er mit
einem feingranulären Aspekt. Immunhistologisch zeigte sich nie eine nukleäre oder plas-
mamembranäre Färbung (s. Abb. 7).
Diese Ergebnisse wurden parallel durch molekularbiologische Untersuchungen abgesi-
chert. RT-PCRs mit RNA-Extrakten aus Leisten- und Felderhaut (Primer H52) brach-
ten eine spezifische Bande bei 231bp (s. Abb. 8). Auf Translationsebene lieferte die
Immundetektion von ACSL5-Protein mit dem KD7-Antikörper im Western Blot ei-
ne spezifische Bande bei 68kDa (s. Abb. 8), was der molekularen Größe des Enzyms
entsprach und anhand von Proteinextrakten aus Dünndarmschleimhaut, bzw. ACSL5-
überexprimierenden Transfektanten aus Darm- oder Lebermodell (CaCo2, HepG2) als
Positivkontrollen verifiziert wurde [47].
3.1.2 ACSL5-exprimierende Zellentitäten der Epidermis
Keratinozyten repräsentieren die vorherrschende Zellentität in der Epidermis, insbe-
sondere die Korneozyten des Str. corneum stellen einen zentralen Baustein bezüglich
der protektiven Funktion der Haut dar (s. Einleitung). Da neben Keratinozyten jedoch
auch Merkelzellen, Langerhanszellen sowie Melanozyten in der Epidermis zu finden sind,
war ein weiterer wichtiger Schritt bei der Untersuchung der ACSL5-Expression in vivo,
die zelluläre Quelle der ACSL5-Bildung innerhalb der Epidermis näher zu eruieren. In
der pathologischen Routine etablierte Markermoleküle der genannten weiteren Zelltypen
sind Cytokeratin 20 (CK20) zur Kennzeichnung von Merkelzellen, CD1a als spezifischer
Marker für Langerhans-Zellen und S100 als ein Marker sowohl für Melanozyten als auch
für Langerhanszellen.
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Abbildung 9: Doppelimmunfluoreszenz-gefärbte Schnitte humaner Epidermis gegen ACSL5
(Cy3, rot; a, d, g), Cytokeratin 20 (Cy2, grün; b), CD1a (Cy2, grün; e), S100 (Cy2, grün; h);
Bildüberlagerung (c, f, i); Größenbalken 50µm
Um zu untersuchen, ob ACSL5 neben Keratinozyten auch von diesen drei Zellentitäten
exprimiert wird, wurden Kryoschnitte humaner Epidermis mit KD7 (Cy3, rot) und je
einem Antikörper gegen die drei spezifischen Markerproteine (Cy2, grün) als Doppelfluo-
reszenz gefärbt (s. Abb. 9). S100-positive Zellen zeigten eine schwache Co-Expression von
ACSL5. Ebenfalls wiesen auch CD1a- und CK20-positive Zellen eine ACSL5-Färbung
auf. Diese beschränkte sich auf die Zellsomata, ACSL5-Färbungen in dendritischen Zel-
lausläufern konnten nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. Zusammenfassend ließ
sich feststellen, dass Keratinozyten zwar nicht als alleinige, jedoch durch die überwie-
gende Zellmasse als Hauptsyntheseorte der ACSL5 in der Epidermis angesehen werden
konnten.
3.1.3 ACSL5-Expression in TUNEL-positiven Keratinozyten
Die aktuelle Datenlage propagiert eine Rolle der ACSL5 bei apoptotischen Vorgängen
im Intestinum als ein epitheliales Gewebe, welches verschiedene Parallelen zu der Epi-
dermis aufweist (s. Einleitung). Um bereits in vivo erste Hinweise auf eine mögliche Rol-
le der ACSL5 auch in der epidermalen Apoptose zu erlangen, wurden TUNEL-Assays
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als Doppelimmunfluoreszenz-Färbung mit einem ACSL5-Nachweis angefertigt. Entspre-
chend der epidermalen Morphologie waren apoptotische Keratinozyten überwiegend im
Str. granulosum lokalisiert (s. Abb. 10). Durch die Bildüberlagerung war darüber hinaus
die Kolokalisation der Fluoreszenzfarbstoffe Cy2 und Cy3 ersichtlich. Dies zeigte, dass
auch in apoptotischen Zellen ACSL5-Protein exprimiert wurde.
Diese Beobachtung alleine bewies noch keinen funktionellen Zusammenhang zwischen
ACSL5-Expression und DNA-Fragmentierung als apoptosespezifischen Vorgang, sondern
erforderte im Laufe der Arbeit Apoptoseassays in vitro (s. 3.2.12).
Abbildung 10: Doppelimmunfluoreszenz-gefärbter Schnitt humaner Epidermis gegen ACSL5
(Cy3, rot; a), TUNEL-Färbung (Cy2, grün; b); Bildüberlagerung (c); Größenbalken 50µm
3.1.4 ACSL5-Expression in chronisch sonnenexponierter Haut
In den immunhistologischen in vivo-Untersuchungen der humanen Haut wurden Paraf-
finschnitte unterschiedlicher Körperregionen vergleichend mikroskopiert. Hierbei fiel eine
Abweichung der ACSL5-Expression chronisch sonnenexponierter Körperzonen (z.B. Ge-
sicht) im Vergleich zu der von normalerweise nicht dem Sonnenlicht ausgesetzten Region
(z.B. Körperstamm, Fuß) auf. Eine chronische Sonnenexposition konnte durch den Ver-
lust von subepithelialen elastischen Fasern im Sinne einer aktinischen Elastose verifiziert
werden, welche auch durch den befundenden Pathologen formuliert wurde.
Abbildung 11: KD7-Immunhistologien von Schnitten chronisch sonnenexponierter humaner
Epidermis; Größenbalken 100µm
Die beobachtete Abweichung der epidermalen ACSL5-Expression imponierte in Form
einer sehr variablen Zahl stark ACSL5-exprimierender Einzelzellen im Str. spinosum (s. Abb. 11).
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Diese durchaus subjektive Beobachtung warf dennoch die Frage auf, ob die Expression
der ACSL5 in der humanen Epidermis ggf. durch UV-Bestrahlung reguliert werden kann.
Aufgrund dessen schlossen sich in vitro-Examinationen zur Klärung dieser Beobachtung
an (s. 3.2.11).
3.2 In vitro-Untersuchungen der ACSL5 in kultivierten
Keratinozyten und in Epidermisäquivalenten
3.2.1 ACSL5-Expression in der Keratinozytenzelllinie HaCaT
Abbildung 12: RT-PCR-Analyse von
ACSL5-Transkript (links; Probe P, Nega-
tivkontrolle N) und Immundetektion von
ACSL5-Protein im Western Blot (rechts)
aus HaCaT-Keratinozyten; β-Aktin als in-
terner Standard
Die in situ-Untersuchungen der ACSL5 Ex-
pression in der humanen Epidermis zeigten eine
variable Anfärbbarkeit in höheren Hautschich-
ten, insbesondere im Str. spinosum des verhor-
nenden Plattenepithels. Aus dieser Beobach-
tung heraus ergab sich die grundlegende Frage,
ob der ACSL5 innerhalb des Stratifizierungs-
prozesses bzw. bezogen auf die Einzelzelle ei-
ne spezielle Funktion in der zellulären Matu-
ration zukommt. Zur Klärung dieser Fragestel-
lungen wurde ein funktioneller Ansatz mit ei-
ner etablierten Keratinozytenzelllinie gewählt.
In kultivierten und undifferenzierten HaCaT-
Zellen fand sich sowohl auf mRNA-Ebene (Pri-
mer 19/20) als auch recht schwach auf Protei-
nebene (kommerzieller ACSL5-Antikörper) eine ACSL5 Expression (s. Abb. 12). Insge-
samt bestätigten die Untersuchungen die in vivo-Beobachtung einer ACSL5-Expression
von Keratinozyten und wiesen die Zelllinie als geeignet für weiterführende funktionelle
Experimente aus.
3.2.2 Erzeugung und Etablierung von stabilen Transfektanten mit
ACSL5-Überexpression und Leertransfektion
Zur funktionellen Charakterisierung einer ACSL5-Überexpression wurden HaCaT-Zellen
stabil transfiziert. Neben der Generierung eines Transfektanten, der die ACSL5 über-
exprimierte, wurden auch HaCaT-Zellen mit dem leeren Expressionsvektor transfiziert
(Leertransfektant). Die Selektionszeit zur Transfektantenerzeugung etwa 20 Tage unter
1000µg/ml G418. Das Resultat waren Klon E120/4 mit ACSL5-Überexpression (im Fol-
genden E120/4 genannt) und der leertransfizierte Klon EL12/2 (im Folgenden EL12/2
genannt). Um einen Transfektionserfolg unter den isolierten Klonen und im Vergleich zu
untransfizierten HaCaT-Zellen (im Folgenden HaCaT genannt) zu verifizieren, wurden
verschiedene, unabhängige Versuche in multivariaten Ansätzen durchgeführt.
Die Verifizierung der Plasmidintegration in die genomische DNA der Zellen erfolgte
durch den Nachweis des Transfektionskonstruktes mittels konventioneller PCR. Spezifi-
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sche Primer für das Transfektionsplasmid von EL12/2 (Pimer S13/AS13) ermöglichten
die Amplifikation eines spezifischen 172bp großen DNA-Fragmentes, welches in untransfi-
zierten HaCaT-Zellen nicht detektierbar war (s. Abb. 13a). Ein entsprechendes Ergebnis
lieferten PCRs, durchgeführt mit spezifischen Primern für das Transfektionsplasmid in
E120/4 (Primer CVM, CamRev) mit einer spezifischen Bande bei 487bp. Dieses Gen-
segment fehlte ebenfalls in HaCaT-Zellen (s. Abb. 13b). Als Positivkontrollen dienten
die jeweiligen Plasmide in wässriger Lösung. Trotz des Nachweises der Transfektionskon-
strukte in genomischer DNA der Transfektanten war bis dahin noch keine Aussage zur
Funktionalität der Transfektion, insbesondere von E120/4, möglich.
Abbildung 13: PCR-Analyse
zur Detektion des Transfektions-
plasmides in genomischer DNA
von Klon EL12/2 (a; Primer
S13/AS13) und Klon E120/4 (b;
Primer CMV/CamRev); Nega-
tivkontrolle -, Positivkontrolle +
Als erste funktionelle Betrachtung der Zelllinien
erfolgte daher zunächst ein Vergleich des ACSL5-
Expressionsniveaus zwischen HaCaT, E120/4 und
EL12/2 auf RNA-Ebene. In den durchgeführten RT-
PCRs (Primer 19/20) zeigte sich eine im Mittel 1346-
fache Expression von ACSL5-mRNA in E120/4 ge-
genüber der in HaCaT (p<0,05). Analog präsen-
tierte sich der ACSL5-Expressionunterschied zwischen
E120/4 und EL12/2 als ebenfalls statistisch signifikant
(p<0,05). Als nicht signifikant erwies sich der Vergleich
des ACSL5-Expressionsniveaus zwischen EL12/2 und
HaCaT trotz einer im Mittel 35-fach stärkeren Expres-
sion von ACSL5-mRNA im Leertransfektanten (p=0,1).
Die Ergebnisse sind in Abbildung 14a graphisch darge-
stellt.
Im Folgenden wurden Western Blot-Analysen durch-
geführt, um die ACSL5-Überex-pression in E120/4 auch
auf Translationsebene zu verifizieren. Eingesetzt wur-
den Proteinlysate nach Benzonaseverdau, eine Immunmarkierung wurde sowohl mit
dem KD7-Antikörper und einem kommerziellen Anti-human-ACSL5-Antikörper gegen
die ACSL5 als auch mit einem Anti-His-Antikörper durchgeführt. Das rekombinant
produzierte ACSL5-Protein trug am N-terminalen Ende einen Poly-Histidin-Tag, wo-
durch indirekt das Vorhandensein des Konstruktes nachweisbar war. Als Positivkon-
trollen dienten Proteinextrakte aus ACSL5-überexprimierenden HepG2- bzw. CaCo2-
Transfektanten. Die Immundetektionen mit KD7-Antikörper/Anti-ACSL5-Antikörper
lieferten bei Proteinextrakten aus E120/4 eine deutlich abgrenzbare und starke Bande
bei 68kDa. Diese fehlte aufgrund der äquivalent eingesetzten Proteinmengen bei EL12/2
und HaCaT und bestätigten damit zum einen die bereits nachgewiesene schwache endo-
gene ACSL5-Expression im HaCaT-Modell (s. 3.2.1) und zum anderen die in Relation
sehr starke Expression von ACSL5-Protein in E120/4. Analog dazu erbrachte die Immun-
detektion des Poly-His-Tags ausschließlich bei Proteinlysaten aus E120/4, nicht jedoch
aus EL12/2 und HaCaT eine der Positivkontrolle äquivalente Bande bei 68kDa. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 14b zusammengefasst.
Untermauert wurden diese Resultate durch KD7- und Anti-His-Immunfluoreszenz-
Zytologien der drei Zellreihen. In Abbildung 15 veranschaulicht wurde Cy2-fluores-
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Abbildung 14: Vergleichende Darstellung des relativen ACSL5-Expressionsniveaus zwischen
HaCaT, EL12/2 und E120/4 in semiquantitativer RT-PCR (a) und vergleichende Immunde-
tektion von ACSL5-Protein (kommerzieller Antikörper) im Western Blot (b, links), zusätzlich
Immundetektion des His-Tags im Western Blot (b, rechts); β-Aktin als interner Standard
Abbildung 15: Vergleichende Immunfluoreszenz-Zytologie zwischen HaCaT (a, d), EL12/2
(b, e) und E120/4 (c, f) gegen ACSL5-Protein (Cy2, grün; d, e, f); DAPI-Kernfärbung (a, b, c)
53
Abbildung 16: Vergleichende Immunfluoreszenz-Zytologie zwischen HaCaT (a, d), EL12/2
(b, e) und E120/4 (c, f) gegen His-Tag (Cy2, grün; d, e, f); DAPI-Kernfärbung (a, b, c)
zierend (grün) die ACSL5 markiert. EL12/2 und HaCaT zeigten eine verhältnismä-
ßig schwache, auf endogen exprimierte ACSL5 zurückzuführende Fluoreszenzintensität.
Klon E120/4 exprimierte die ACSL5, ebenfalls grün fluoreszierend, in Relation sehr
stark. Cy3-gefärbt (rot) wurde die rekombinante ACSL5 über den His-Tag. E120/4 zeig-
te eine deutliche rote Färbung, was analog zur His-Tag-Färbung die starke rekombinante
ACSL5-Expression des Volltransfektanten nachwies. Bei EL12/2 und HaCaT war hinge-
gen keinerlei Zellfärbung ersichtlich. Insbesondere dieses Ergebnis verdeutlichte, dass die
schwache ACSL5-Expression in EL12/2 und HaCaT ausschließlich endogen sein konnte.
Diese Ergebnisse sind in Abbildung 16 wiedergegeben.
Abbildung 17: Vergleichende Darstellung der ACSL5-
Aktivitäten von HaCaT, EL12/2 und E120/4
Die Fluoreszenzsignale waren
in Übereinstimmung zu den im-
munhistochemischen Ergebnissen
in vivo ausschließlich zytoplas-
matisch lokalisiert und wiesen
einen feingranulären Aspekt auf.
Darüber hinaus ergab ein En-
zymaktivitätsassay eine erhöhte
Aktivität der ACSL5 pro Zeitein-
heit und Proteinmenge in Prote-
inlysaten aus E120/4 in Relation
zu der in EL12/2 und HaCaT.
Die Ergebnisse sind Abbildung
17 zu entnehmen. Dabei erwies
sich der Vergleich der ACSL5-
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Aktivitäten jedoch nur zwischen
E120/4 und EL12/2 (p<0,05), nicht jedoch zwischen E120/4 und HaCaT als signifi-
kant (p=0,12). Ebenfalls ergab sich zwischen den ACSL5-Aktivitäten von HaCaT und
EL12/2 keine statistische Signifikanz (p=0,26).
Die Zusammenschau aller Ergebnisse zur Etablierung der generierten HaCaT-Transfek-
tanten zeigte, dass E120/4 einen geeigneten Klon zur funktionellen Untersuchung einer
möglichen Rolle der ACSL5 im epidermalen Metabolismus darstellte. In gleicher Weise
erwies sich EL12/2 aufgrund der Integration des Leervektors in die genomische DNA als
geeigneter Leertransfektant.
3.2.3 Vergleichende Proliferationsassays von HaCaT, EL12/2 und E120/4
Bereits bei der Kultivierung des isolierten Klons E120/4 nach seiner Generierung fiel eine
in Relation zu HaCaT und EL12/2 verlangsamtes Wachstum der Zellen auf. Diese sehr
subjektive Einschätzung sollte quantifiziert und damit objektiviert werden. Zur funktio-
nellen Einschätzung einer möglichen Wirkung der ACSL5 auf das Proliferationsverhalten
von Keratinozyten wurden daher an den drei Zelllinien (HaCaT, EL12/2, E120/4) Proli-
ferationsassays über 20 Tage durchgeführt, welche in Abbildung 18 graphisch dargestellt
sind.
Diese Versuche ergaben, dass eine Überexpression der ACSL5 zu einem beachtlichen
Unterschied in den gemessenen Zellzahlen der drei Zelllinien führte. Eine signifikante
Differenz äußerte sich zwischen E120/4 und HaCaT ab Tag 8 sowie zwischen E120/4 und
EL12/2 ab Tag 6 (jeweils p<0,05). Die Zellzahl-Differenzen zwischen HaCaT und EL12/2
erwiesen sich nur an Tag 8 und 10 als statistisch signifikant. Durch diese Untersuchungen
an HaCaT-Zellen ergaben sich weitere Hinweise auf ein möglicherweise durch ACSL5
modifizierbares Proliferationsverhalten von Keratinozyten.
3.2.4 Austestung und Selektion definierter Kulturbedingungen zur Generierung
von Epidermisäquivalenten
Die Versuche zur Austestung geeigneter Kulturbedingungen für die Kultur von Epider-
misäquivalenten wurden in der Anzahl n=1 durchgeführt.
Ausschließlich in Basismedium (DMEM) kultivierte EÄs ergaben nach 12-tägiger Kul-
tur auf Kollagengelen ohne Fibroblasten ein 1-3-schichtiges undifferenziertes Epithel.
Auch eine Kulturverlängerung auf 19 Tage veränderte die Morphologie nicht.
Ebenfalls ausschließlich in Basismedium, jedoch auf fibroblastenhaltigen Kollagenma-
trices kultivierte HaCaT-Zellen bildeten nach 12 und 19 Tagen ein 5-6-schichtiges Epithel
mit beginnender Abflachung der apikal lokalisierten Zellen. Diese Ergebnisse beleuchte-
ten die Wichtigkeit von dermalen Zellen für die Ausbildung eines stratifizierten Epithels.
Die folgenden Versuche implizierten stets den Einsatz fibroblastenhaltiger Dermisäqui-
valente.
12-tägig kultivierte EÄs, deren Medium während der gesamten Kulturdauer mit TGF-
α und GM-CSF supplimiert wurde, zeigten histologisch ein 6-10-schichtiges Epithel,
welches ohne Str. granulosum bzw. corneum, jedoch mit apikal abgeplatteten Zellen
55
Abbildung 18: Darstellung der Wachstumskurven von HaCaT, EL12/2 und E120/4
und Zellkernen deutlich stratifiziert war. Unter gleichen Bedingungen, jedoch 19d lang
kultivierte EÄs wiesen eine mit 12-14 Zellschichten etwas stärkere epitheliale Stärke
auf, jedoch ohne lichtmikroskpisch fassbar ein höheres Differenzierungmaß aufzuweisen.
Einen ähnlichen Effekt hatte bei 12-tägigen Kulturen die Supplimierung von EGF zu-
sätzlich zu TGF-α und GM-CSF. Die generierten EÄs waren im Vergleich zu Kulturen
ohne EGF weitaus stärker (7-11 Zelllayer), ließen aber ebenfalls kein Str. granulosum/
Str. corneum erkennen. Ein Verlängern der Kulturzeit auf 19d unter Supplikation von
TGF-α, GM-CSF und EGF verstärkte die stratifizierte epitheliale Schicht auf 15-16
Zelllagen, jedoch ebenfalls ohne Erlangung eines Differenzierungsgrades über ein Str.
spinosum hinaus. Eine zusätzliche Supplikation von Hydrocortison hatte auch hier kei-
ne lichtmikroskopisch sichtbaren Effekte auf die Morphologie der Epidermisäquivalente.
19 Tage kultivierte Epidermisäquivalente kultiviert mit jeglichen Supplementen wiesen
insgesamt eine sehr ungeordnete Histologie auf. Zusammenfassend sind die Ergebnisse
in Abbildung 19 ersichtlich.
Da es in den gewählten Ansätzen nicht möglich war, eine epidermale Differenzierung
mit Ausbildung eines Str. granulosum bzw. Str. corneum zu erreichen, erschienen für 12
Tage in DMEM (10%FCS) mit 2ng/ml TGF-α und 100ng/ml GM-CSF kultivierte EÄs
(wenn nicht anders angegeben im Folgenden als “EÄ mit Supplementen” benannt) für
die Hauptversuche mit Einsatz von HaCaT-Transfektanten am zweckmäßigsten. Als Ver-
gleich dienten Ansätze, die ausschließlich in DMEM ohne Wachstumsfaktoren kultiviert
wurden (im Folgenden als “EÄ ohne Supplemente” bezeichnet). Diese Vergleichsansätze
dienten unter anderem der Hinterfragung des Effektes der eingesetzten Supplemente.
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Abbildung 19: HE-Histologie von Epidermisäquivalenten, kultiviert unter verschiedenen
Bedingungen; 12 Tage Kultur (a, c, e, g, i, k), 19 Tage Kultur (b, d, f, h, j, l); kei-
ne Supplemente und keine Fibroblasten (a, b); keine Supplemente (c, d), TGF+GM-
CSF (e, f), TGF+GM-CSF+EGF (g, h), TGF+GM-CSF+Hydrokortison (i, j), TGF+GM-
CSF+EGF+Hydrokortison (k, l); Größenmaßstab 50µm
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3.2.5 Überprüfung der Transfektantenstabilität
Die generierten Transfektanten sollten als organotypische Kokulturen mit primären, der-
malen Fibroblasten kultiviert werden. Aufgrund dessen war für die Kulturdauer eine
Supplimierung des Selektivums G418 nicht möglich. Daher war es von Interesse zu analy-
sieren, ob sich die Transfektion über eine längere Kulturdauer ohne G418-Suplikation als
stabil erwies. Da die Etablierung von RT-PCR-Primern zur Detektion der Transfektions-
plasmide im HaCaT-Modell nicht gelang, wurden konventionelle PCRs mit den gleichen
Primern angefertigt, die zur Etablierung der Transfektanten eingesetzt wurden. Durch
die Sättigungsdynamik der Amplifikatkopie-Zahl bei konventionellen PCRs war zwar kei-
ne direkte quantitative Aussage möglich, jedoch waren auch nach 12 Tagen Kultur ohne
Selektivum noch Genkopien der Transfektionskonstrukte in und E120/4 (s. Abb. 20a)
und EL12/2 (s. Abb. 20b) vorhanden.
Abbildung 20: PCR-Analyse zur Detek-
tion des Transfektionsplasmides in geno-
mischer DNA von Klon EL12/2 (a; Pri-
mer S13/AS13) und Klon E120/4 (b; Pri-
mer CMV/CamRev); -G418 (12 Tage ohne
G418 kultiviert); Negativkontrolle -, Posi-
tivkontrolle +
Abbildung 21: Immundetektion von
ACSL5- und His-Protein in Klon E120/4
kultiviert mit (E120/4 +G418) und ohne
Selektivum (E120/4 -G418), β-Aktin als
interner Standard
Klon E120/4 konnte darüber hinaus aufgrund eines detektierbaren Proteinproduk-
tes auch auf Translationsebene bzgl. seiner Stabilität näher untersucht werden. Nach
der Proteinaufbereitung (Benzonaseverau) wurde im Western Blot anschließend sowohl
die globale ACSL5-Expression in den Zellen über Immundetektion mit Anti-ACSL5-
Antikörper, als auch die rekombinante ACSL5-Expression über Immundetektion des N-
terminalen His-Tags im Western Blot untersucht. Wie in Abbildung 21 veranschaulicht
zeigte sich, dass sich die ACSL5-Expression nach 12 Tagen mit beiden Antikörpern bei
E120/4 als nicht abgeschwächt darstellte. Damit wurde die Stabilität der Transfektion
von E120/4 zumindest über den untersuchten Zeitraum bewiesen.
Da zusätzlich zu diesen Ergebnissen sich in Aufzucht und Backup-Kulturen befindende
HaCaT-Transfektanten stets unter einem Selektionsdruck von 1000µg/ml G418 standen,
war auch eine Stabilität von Klon EL12/2 sehr wahrscheinlich.
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Abbildung 22: HE-Histologie von Epidermisäquivalenten, die mit Supplementen (a, c, e) und
ohne Supplemente (b, d, f) für 12 Tage kultiviert wurden; HaCaT (a, b), EL12/2 (c, d), E120/4
(e, f); Größenbalken 50µm
3.2.6 Morphologie von Epidermisäquiavalenten aus HaCaT und
Leertransfektant EL12/2
EÄs mit Supplementen aus untranfizierten HaCaT-Zellen (Wildtyp) bzw. dem Leer-
transfektanten (Klon EL12/2) waren 6-10 Zelllayer stark (s. Abb. 22a, c). Die Zellkerne
der basalen Zellschichten wiesen eine meist rundliche Form auf und flachten entspre-
chend einer Stratifizierung im Sinne einer Differenzierung nach apikal hin ab. Statum
granulosum et corneum konnten lichtmikroskopisch nicht nachgewiesen werden. Diese et-
wa 40-45µm starken Epidermisäquivalente waren mechanisch so belastbar, dass sie mit
feinen Pinzetten in einem Stück von dem darunterliegenden Dermisäquivalent abglöst
werden konnten.
Dass eine Ausdifferenzierung bis zu einem bestimmten Grade stattgefunden hatte,
wurde außerdem durch immunhistologische Färbungen mit einem Antikörper gegen hu-
manes Involucrin gezeigt (s. Abb. 25a, c). Involucrin-Immunhistologien von EÄs mit Sup-
plementen aus HaCaT und EL12/2 zeigten analog zu Färbungen humaner Epidermis in
vivo (s. Abb. 24) einen deutlichen Farbgradienten zur Epidermisoberfläche hin und damit
eine differenzierungsassoziierte Expression. Die Farbintensität stand jedoch weit hinter
den in vivo-Befunden zurück. In transelektronenmikrospopischen (TEM) Aufnahmen
(n=1) waren zahlreiche desmosomale Interzellularjunktionen ersichtlich (s. Abb. 23a, b).
Es fehlten jedoch Hemidesmosomen als Zelljunktionen basaler Zellen zu Komponenten
der extrazellulären Matrix.
EÄs ohne Supplemente aus Wildtyp und Leertransfektant waren mit 3-5 Zellschich-
ten wesentlich dünner als EÄs mit Supplementen (ca. 25µm). Sie zeigten trotz fehlender
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Abbildung 23: Transelektronenmikroskopische Aufnahme von 12 Tage mit Supplementen
kultivierten Epidermisäquivalenten; HaCaT (a, b), E120/4 (c, d); Größenbalken 5µm (a), 10µm
(c), 1µm (b, d)
60
Wachstumsfaktor-Supplikation eine Abflachung der Zellkerne zur Epitheloberfläche hin,
ebenfalls ohne ein Stratum granulosum oder corneum zu bilden (s. Abb. 22b, d). Diese
Stratifizierungstendenz über ein Str. basale hinaus konnte ebenfalls durch immunhis-
tologische Färbungen gegen Involucrin verifiziert werden (s. Abb. 25b, d). Auch hier
ermöglichte die mechanische Stabilität des EÄs ein Ablösen des Epithels von der Kol-
lagenmatrix. Jedoch zeigte es sich bei der Handhabung als weitaus fragiler als EÄs mit
Supplementen.
Abbildung 24: Involucrin-Immunhistologie ei-
nes Schnittes humaner Epidermis; Größenbal-
ken 50µm
Insgesamt ließ sich feststellen, dass
HaCaT-Keratinozyten unter Forcierung
von Proliferation und Differenzierung
durch den Einsatz eines 3D-Modells mit
dermalen Fibroblasten und unter Sup-
plikation entsprechender Wachstumsfak-
toren eine Tendenz zur Stratifizierung und
damit einer Differenzierung zeigten. Die-
se Tendenz bestand jedoch auch bei einer
äquivalenten Kultur ohne Wachstumsfak-
toren bei einem morphologisch flacheren
Epithel.
3.2.7 Morphologie von Epidermisäquivalenten aus ACSL5- überexprimierenden
HaCaT-Zellen (E120/4)
EÄs mit Supplementen aus ACSL5-überexpremierenden Zellen (Klon E120/4) waren ver-
gleichsweise flach und zählten nur 2-5 Zelllayer aus rundlich konfigurierten Zellen, ohne
eine klare Schichtung zu zeigen (s. Abb. 22e). Die epitheliale Dicke betrug 10-25µm.
Darüber hinaus wirkten die Zellreihen histologisch stets sehr aufgelockert und der inter-
zelluläre Raum teils vakuolisiert. In immunhistologischen Färbungen gegen Involucrin
war kein Gradient im Sinne einer Stratifizierung darstellbar, schwache Färbungen wa-
ren lediglich disseminiert und ohne einheitliche Orientierung ersichtlich (s. Abb. 25e).
TEM-Bilder (n=1) zeigten einen aufgelockerten Zellverband und nur vereinzelt liegen-
de Desmosomen (s. Abb. 23c, d). Ohne Supplemente gezüchtete EÄs wiesen dagegen
eine lediglich 2-3-lagige Zellschicht auf, morphologisch waren Zellen und Zellkerne rund
und ohne Anhalt für eine Stratifizierung (s. Abb. 22f). Dies ließ sich ebenfalls durch
Involucrin-Immunhistologien verifizieren. Hier waren nur vereinzelt schwache Nieder-
schlagsfärbungen erkennbar (s. Abb. 25f).
Diesen Ergebnissen zufolge resultierte die ACSL5-Überexpression im HaCaT-Modell
möglicherweise in einer gestörten Differenzierung. Aufgrund der komplexen Regulation
von Proliferation und Differenzierung mussten diese Ergebnisse weiterfolgend überprüft
und diskutiert werden.
Um zu eruieren, ob die beobachtete Einschränkung zur Bildung eines Multilayers
bereits in der initialen Kulturzeit zu beobachten war oder sich das Ergebnis nach längerer
Kultur relativierte, wurden EÄs mit Supplementen für 3 bzw. 20 Tage kultiviert (n=1).
Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse. Die Histologien der EÄs aus untransfizierten HaCaT
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Abbildung 25: Involucrin-Immunhistologie von Epidermisäquivalenten, die mit Supplementen
(a, c, e) und ohne Supplemente (b, d, f) für 12 Tage kultiviert wurden; HaCaT (a, b), EL12/2
(c, d), E120/4 (e, f); Größenbalken 50µm
zeigten bereits nach einer Kulturdauer von 3 Tagen eine geschlossene Zellschicht, die
bei EÄs aus Klon E120/4 noch einige Lücken aufwies. Diese Diskrepanz war auch nach
einer 20-tägigen Kulturzeit noch ersichtlich. EÄs aus Klon E120/4 waren histologisch
nicht von einer 12-tägig kultiviertem EÄs des gleichen Klons zu differenzieren. EÄs
aus untransfizierten Zellen hingegen wiesen nach diesem Kulturzeitraum mit etwa 15
Zellschichten einen wesentlich stärkeren Multilayer auf als vergleichbare Ansätze nach
12 Tagen (s.o). Demnach war die eingeschränkte Stratifizierung wahrscheinlich nicht auf
eine nur initiale Wachstumsinhibition zurückzuführen.
Analysen der EÄs auf molekularbiologischer Basis hätten die Isolierung der epider-
malen Fraktion der organotypischen Kokulturen erfordert. Entgegen den EÄs aus Ha-
CaT oder EL12/2 ließ es die Labilität der aus E120/4 kultivierten EÄs nicht zu, die
epidermalen Zellen exakt von dem anhaftenden Dermisäquivalent zu separieren. Die Ex-
perimente umfassten zahlreiche mechanische Methoden (Zellschaber, Pinzetten, Skalpel-
le) als auch mehrere Versuche, eine epidermal-dermale Separation durch Trypsinverdau
oder der aus der Krypten- bzw. Zottenisolation des Intestinums bekannten Inkubation in
EDTA (1,5mmol/l) herbeizuführen. Histologische Kontrollen mit anhaftenden EÄ-Teilen
bestätigten die Misserfolge. Darüber hinaus konnte auch eine Verunreinigung des gewon-
nenen Materials durch Teile der dermalen Äquivalente nicht ausgeschlossen werden. An-
dere Versuchsansätze umfassten Subtraktionsanalysen von Kompletthomogenisaten. Zu
Etablierungszwecken wurden hierbei äquivalent kultivierte Testreihen von Dermisäqui-
valenten mit oder ohne epidermale Zellen im Ganzen homogenisiert. Anschließend wur-
den sie anhand von RNA- und Proteinextrakten daraus bzgl. ihrer ACSL5-Expression
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Abbildung 26: HE-Histologie von für 3 (a, c), bzw. 20 Tage (b, d) mit Supplementen kulti-
vierter Epidermisäquivalente; HaCaT (a, b), E120/4 (c, d); Größenbalken 50µm
verglichen. Jedoch lieferten auch diese Versuche keine einheitlichen Daten. Resultierend
daraus standen in dieser Arbeit die generierten EÄs nicht für weiterführende molekular-
biologische Untersuchungen zur Verfügung.
3.2.8 Ki67-Immunhistologien der Epidermisäquivalente
HaCaT-Zellen waren durch ACSL5-Überexpression (Klon E120/4) möglicherweise pro-
liferationsinhibiert. Es wurden daher immunhistologische Färbungen gegen den Prolife-
rationsmarker Ki67 von kultivierten EÄs angefertigt. Dies erfolgte zum einen, um die
proliferative Aktivität von HaCaT, EL12/2 und E120/4 im EÄ global und vergleichend
abzuschätzen, zum anderen jedoch vor allem, um proliferativ aktive Zellen intraepider-
mal in ihrer Position zu lokalisieren. Eine Ki67-Expression beschränkte sich bei EÄs mit
Supplementen aus HaCaT und EL12/2 überwiegend auf Nuklei in der basalen sowie ein
bis zwei suprabasalen Zellschichten. Gelegentlich wurden auch vereinzelt Zellkerne in
höheren Schichten als Ki67-postitv detektiert (s. Abb. 27a, c).
Auch bei EÄs aus HaCaT und EL12/2 ohne Supplemente war eine Ki67-Expression
vorwiegend auf die basalen Zellschichten begrenzt. Als auffällig äußerte sich hier jedoch,
dass sich die Färbung anders als bei EÄs mit Supplementen entlang des Epithels oft dis-
kontinuierlich zeigte (s. Abb. 27b, d). In ihrer Gesamtheit entsprachen diese Ergebnisse
dem epidermalen Ki67-Expressionsmuster in vivo (s. Abb. 28) mit einer überwiegend
auf basale Zellschichten limitimierte proliferative Aktivität der Keratinozyten.
Anders äußerte sich die Situation bei EÄs aus E120/4. Es zeigte sich eine Ki67-
Expression bei EÄs mit Supplementen zwar als oft diskontinuierliche, jedoch auf alle
Zellreihen ausgedehnte Färbung der Zellnuklei (s. Abb. 27e). Die Position ungefärbter
sowie gefärbter Zellen folgte keiner Ordnung, daher war eine Differenzierung von pro-
liferativ aktiven und proliferativ inaktiven Schichten nicht möglich. Ohne Supplemente
kultivierte EÄs wiesen eine sehr vereinzelte Ki67-Färbung auf (s. Abb. 27f). Aufgrund
der hier sehr dünnen epithelialen Schicht mit 2-3 Zelllagen war auch hier keine Gliede-
rung in proliferativ und nicht proliferativ aktive Schichten möglich.
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Abbildung 27: Ki67-Immunhistologie von Epidermisäquivalenten, die mit Supplementen (a,
c, e) und ohne Supplemente (b, d, f) für 12 Tage kultiviert wurden; HaCaT (a, b), EL12/2 (c,
d), E120/4 (e, f); Größenbalken 50µm
Abbildung 28: Ki67-Immunhistologie eines Schnittes humaner Epidermis; Größenbalken
50µm
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Aufgrund der komplexen Regulation der epidermalen Maturation könnten diese Ergeb-
nisse sowohl etwas über die Proliferations- als auch Differenzierungsfähigkeit der Zellen
aussagen. Weiterführend wird dies in 4.5 erörtert.
3.2.9 ACSL5-Immunhistologien der Epidermisäquivalente
Immunhistologische Färbungen der generierten EÄs gegen die ACSL5 (Antikörper KD7)
wurden von je drei verschiedenen Versuchsansätzen angefertigt. EÄs aus HaCaT sowie
EL12/2 ergaben eine schwache Grundfärbung des Gewebes und war tendentiell in höher
gelegenen Zellschichten betont. Dieses Ergebniss ließ sich daher in Übereinstimmung mit
den in vivo-Befunden bringen, da sich die Expression von ACSL5-Protein hier ebenfalls
vorwiegend in suprabasal gelegenen Zellschichten der Epidermis fokussiert war (s. 3.1.1).
Eine prominente Einzellfärbug ließ sich in den EÄs hingegen nicht nachweisen. Die Far-
bintensität der Immunfärbung in EÄs aus Klon E120/4 war entsprechend einer ACSL5-
Überexpression vergleichsweise stark.
Abbildung 29: ACSL5-Immunhistologie (KD7) von Epidermisäquivalenten, die mit Supple-
menten (a, c, e) und ohne Supplemente (b, d, f) für 12 Tage kultiviert wurden; HaCaT (a, b),
EL12/2 (c, d), E120/4 (e, f); Größenbalken 50µm
3.2.10 Zellviabilität von HaCaT nach UVB-Bestrahlung
Die Zellviabilität als prozentualer Anteil der vitalen Zellen an der Gesamtzellzahl nach
Exposition einer UVB-Dosis von 0, 25 und 125mJ/cm2 wurde mittels Trypanblauassays
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 30 graphisch dargestellt. Demnach waren
in unbestrahlten Vergleichskulturen im Mittel 97% der HaCaT-Zellen vital. Keine signi-
fikante Verminderung des vitalen Zellanteils resultierte aus einer UVB-Bestrahlung einer
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Abbildung 30: Prozentualer Anteil vitaler HaCaT-Zellen an der Gesamtzellzahl nach UVB-
Bestrahlung
Dosis von 25mJ/cm2 (p=0,22). Hier wurden im Mittel 93% der Zellen als vital beurteilt.
Die Erhöhung der UVB-Dosis auf 125mJ/cm2 ergab eine Reduktion des prozentualen
Anteils der vitalen Zellen auf 89%. Dies stellte einen signifikanten Unterschied zu dem
Anteil vitaler Zellen in der unbestrahlten Vergleichsgruppe (p<0,05), jedoch keiner si-
gnifikanten Differenz zu HaCaT-Zellen nach einer Bestrahlungsdosis von 25mJ/cm2 dar.
Diesen Ergebnissen zufolge entfaltete eine UVB-Dosis von 125mJ/cm2 durch Redukti-
on des vitalen Zellanteils, nicht jedoch eine UVB- Dosis von 25mJ/cm2 eine signifikant
zellschädigende Wirkung auf HaCaT-Zellen.
3.2.11 Alterierung der ACSL5-Expression in HaCaT-Zellen durch
UVB-Strahlung
Eine mögliche Modifikation der ACSL5-Expression in HaCaT durch UVB-Strahlung
wurde sowohl auf Transkriptions- (RT-PCR) als auch Translationsebene (Western Blot,
Immunzytologie) untersucht. Die RT-PCR-Ergebnisse (Primer 19/20) sind in Abbildung
31 graphisch dargestellt.
Hier zeigten sich nach einer UVB-Dosis von 25mJ/cm2 nach 0, 3, 6 und 12 Stunden kei-
ne signifikanten Expressionsunterschiede in Relation zu Vergleichskulturen (0h, p=0,47;
3h, p=0,06; 6h, p=0,43; 12h, p=0,09). Erst nach einer 24-stündigen Kultur nach dem
Bestrahlungvorgang exprimierten HaCaT-Zellen die ACSL5 um den Faktor zwei stärker
als der unbestrahlte Vergleich (p<0,05). Im Gegensatz zu diesem leichten und scheinbar
sprunghaften Expressionsanstieg resultierte eine erhöhte UVB-Dosis von 125mJ/cm2 in
einer offenbar zeitabhängigen Reduktion der ACSL5-Expression im Vergleich mit un-
bestrahlten HaCaT-Zellen. Diese gewann über einen Zeitraum von drei Stunden nach
der Bestrahlung (0h, p=0,61; 3h, p=0,37) erst nach sechs Stunden post radiatio an Si-
gnifikanz und ergab nach 12 und 24 Stunden eine um Faktor zwei verringerte ACSL5
Expression in Relation zu Vergleichskulturen (je p<0,05).
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Abbildung 31: Darstellung der relativen ACSL5-Expression (RT-PCR-Analysen) in HaCaT-
Keratinozyten nach UVB-Bestrahlung (25mJ/cm2, 125mJ/cm2) in einem Intervall von 0h, 3h,
6h, 12h und 24h post radiatio
Abbildung 32: Immundetektion von ACSL5-Protein von HaCaT-Keratinozyten 24h post ra-
diatio (25mJ/cm2, 125mJ/cm2); β-Aktin als interner Standard
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Abbildung 32 zeigt die Immundetektion von ACSL5-Protein im Western Blot in den
Kombinationen aus Bestrahlungsdosis und Nachkultivierungszeit, die signifikante Un-
terschiede auf RNA-Ebene zeigten. Eingesetzt wurde Proteinlysat nach Benzonasever-
dau. In Zusammenschau mit parallel durchgeführten Immunfluoreszenz-Zytologien (s.
Abb. 33) ließ sich eine Regulation der ACSL5 auf Proteinebene durch UVB-Bestrahlung
tendentiell bestätigen.
Abbildung 33: Immunfluoreszenz-Zytologie von HaCaT-Keratinozyten gegen ACSL5-Protein
24h post radiatio (d, e, f); unbestrahlter Vergleich (a, d), 25mJ/cm2 (b, e), 125mJ/cm2 (c, f);
DAPI-Kernfärbung (a, c, e)
3.2.12 Apoptoseassays
Obwohl Positivkontrollen die Apoptoseassays als erfolgreich bestätigten, zeigte sich bei
der Auswertung der absoluten Werte (willkürliche Fluoreszenzeinheiten; arbitrary units,
arbr. units) keine dosisabhängige Induktion der Apoptose bei untransfizierten HaCaT
und E120/4. Lediglich EL12/2 sprach auf eine TRAIL-induzierte Apopose an und be-
trieb dosisabhängig mit steigenden TRAIL-Konzentrationen bei 25ng/ml TRAIL si-
gnifikant mehr Apoptose als Vergleichskulturen von EL12/2 ohne TRAIL (EL12/2 vs.
EL12/2+10ng/ml TRAIL, p=0,08; EL12/2 vs. EL12/2+25ng/ml TRAIL, p<0,05). Da
diese Ergebnisse sich allerdings auf EL12/2 alleine beschränkten, konnte im Rahmen die-
ser Arbeit für TRAIL als alleiniger Apoptosinduktor keine funktionelle Rolle im HaCaT-
Modell nachgewiesen werden.
Bei der Auswertung der absoluten Werte wiesen sowohl E120/4, als auch EL12/2 bei
allen Versuchsansätzen (Vergleich ohne TRAIL bzw. 10, 25ng/ml TRAIL) eine signi-
fikant höhere Apoptoserate auf als HaCaT (arbr. units HaCaT vs. arbr. units E120/4
oder EL12/2 je p<0,05). Die Apoptoserate von E120/4 war nur im Vergleichsansatz
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Abbildung 34: Darstellung von Viabilitäts-, Zytotoxizitäts- und Apoposeraten in HaCaT-
Zellen ohne und nach TRAIL-Zugabe; abslolute Fluoreszenzeinheiten (arbitrary units)
ohne TRAIL-Zugabe signifikant höher als die von EL12/2 (arbr. units EL12/2 vs. arbr.
units E120/4 je p<0,05). Bei der übrigen Ansätzen ergab sich bzgl. der Apoptosera-
te kein signifikanter Unterschied (arbr. units EL12/2+10ng/ml TRAIL vs. arbr. units
E120/4+10ng/ml TRAIL, p=0,07; arbr. units EL12/2+25ng/ml TRAIL vs. arbr. units
E120/4+25ng/ml TRAIL, p=0,37). Die Auswertung der Zytotoxizitätsraten als Maß
für nekrotische Vorgänge erwies sich zwischen HaCaT und EL12/2, HaCaT und E120/4
sowie EL12/2 und E120/4 in allen Ansätzen stets als nicht signifikant unterschiedlich
(stets p> 0,05). Abbildung 34 zeigt die Ergebnisse graphisch.
Die Ergebnisse der relativen Auswertung (s. 2.2.10) sind in Abbildung 35 dargestellt.
Für die Ansätze ohne TRAIL-Zugabe ergab sich hier eine der Auswertung der absoluten
Werte analoge Situation. Danach war eine signifikant höhere Apoptoserate von EL12/2
und E120/4 im Vergleich zu HaCaT nachweisbar, jedoch auch eine signifikant höhe-
re Apoptoserate von E120/4 in Relation zu EL12/2 (je p<0,05). Ebenfalls analog zu
der Auswertung der absoluten Werte war ein Vergleich der Zytotoxizitätsraten zwischen
den drei Zelllinien stets nicht signifikant (je p>0,05). Unterschiede zu der Auswertung
der absoluten Werte ergaben bei den weiteren Versuchsansätzen mit TRAIL-Zugabe.
E120/4 betrieb nun auch nach Zugabe von 10ng/ml TRAIL signifikant mehr Apoptose
als EL12/2 (p<0,05). Jedoch resultierte auch eine gegenüber HaCaT und EL12/2 si-
gnifikant erhöhte Zytotoxizitätsrate (je p<0,05). Jedoch war die Zytotoxizitätsrate von
EL12/2 auch signifikant höher als die von HaCaT (p<0,05). Bei der Auswertung von
Versuchansätzen nach Zugabe von 25ng/ml TRAIL ergab sich eine höhere Apoptosera-
te von E120/4 im Vergleich zu EL12/2 und HaCaT, die jedoch nur gegenüber HaCaT
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Abbildung 35: Relative Darstellung der Apoptose- und Zytotoxizitätsraten von HaCaT-Zellen
ohne und nach TRAIL-Zugabe
signifikant war (E120/4 vs. EL12/2, p=023; E120/4 vs. HaCaT, p<0,05). Auch hier er-
wies sich die Zytotoxizitätsrate von E120/4 als signifikant höher im Vergleich zu der von
EL12/2 und HaCaT (je p<0,05).
Insgesamt ergaben sich aus diesen Ergebnissen Hinweise auf eine alterierte Apoptose-
rate ACSL5-überexprimierender HaCaT-Zellen.
3.3 Expression der ACSL5 in epidermalen
Plattenepithelkarzinomen
3.3.1 ACSL5-Expression in humanen Plattenepithelkarzinomen
Abbildung 36: Exemplarische ACSL5-Immunhistologie des Übergangs eines epidermalen
Plattenepithel-Karzinoms (links) in morphologisch regelrechte Epidermis (rechts); Größenbal-
ken 50µm
Von Plattenepithel-Karzinomen der humanen Epidermis als hyperproliferative und
UVB-assoziierte Erkrankungen wurden immunhistologischen Färbungen gegen die ACSL5
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angefertigt. Dies diente dem Ziel, mögliche Expressionsunterschiede zu Normalhaut auf-
zudecken. Die Untersuchung umschloss 17 humane, epidermale Platten-epithel-Karzinome
verschiedener Patienten, die vergleichend mit Abschnitten gesunder Epidermis desselben
Präparates mikroskopiert wurden. Abbildung 36 zeigt exemplarisch den Übergangsbe-
reich von normal konfigurierter Epidermis auf der rechten in ein karzinomatöses Areal
auf der linken Bildseite. Dabei war der Farbniederschlag in Normalhaut als weitaus in-
tensiver zu bewerten als in den korrespondierenden Tumorformationen.
Abbildung 37: Exemplarisches Detailbild ei-
nes Bereichs normaler Epidermis (links) und
eines karzinomatösen Bereichs (rechts) dessel-
ben ACSL5-Immunhistologie-Präparates; Grö-
ßenbalken 20µm
Bei detaillierter Betrachtung (s. Abb. 37)
ließ sich in der gesunden Epidermis
um den karzinomatösen Bereich her-
um das bereits beschriebene ACSL5-
Expressionsmuster mit einem ausgepräg-
ten Farbgradienten hin zur Epidermiso-
berfläche sowie einzelne stärker gefärb-
te Zellen in Str. spinosum et granulo-
sum nachweisen. Karzinomatöse Berei-
che, morphologisch durch ein ungeordne-
tes Bild mit pleiomorphen Zell- und Zell-
kernformationen gekennzeichnet, zeigten
sich auch im Detailbild meist als weitaus
weniger farbintensiv als selbst basale Zell-
schichten gesunder Epidermis. Weiterfüh-
rende molekularbiologische Examinatio-
nen der ACSL5-Expression in humanen
Plattenepithelkarzinomen wurden in Form
von RT-PCRs (Primer H52) und Western
Blots (kommerzieller ACSL5-Antikörper)
durchgeführt. Sie dienten in erster Linie ei-
ner Verifizierung der immunhistologischen
Beurteilung von immunhistologischen Färbungen. Schwierigkeiten ergaben sich bei der
Beschaffung geeigneten Frischmaterials für die RNA- und Proteinextraktion, da dieses
über ausreichende Anteile von sowohl karzinomatösen als auch gesunden Hautarealen für
einen Vergleich verfügen musste. Im Rahmen der Arbeit stand daher lediglich ein Kar-
zinom für molekularbiologische Untersuchungen zur Verfügung. Dieser Einzelfall konnte
eine erniedrigte ACSL5-Expression in Relation zu normaler Epidermis desselben Pati-
enten bestätigen (s. Abb. 38).
Ob eine Herabregulation der ACSL5 in epidermalen Plattenepithelkarzinomen funk-
tionell eine Rolle spielen kann, wird weiterführend in 4.7 erörtert.
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Abbildung 38: Darstellung des relativen ACSL5-Expressionsniveaus zwischen gesunder Epi-
dermis (Normalhaut) und Plattenepithelkarzinom (Karzinom) in semiquantitativer RT-PCR
(a) sowie vergleichende Immundetektion von ACSL5-Protein im Western Blot (b); β-Aktin als
interner Standard
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4 Diskussion
4.1 Zusammenfassung der Arbeit
Im Rahmen der Maturation scheinen Lipide sowohl bei der Ausbildung der Barriere-
funktion der Haut als auch als intrazelluläre Signalmoleküle eine wichtige Funktion zu
übernehmen. Verschiedene Lipidtypen, darunter Cholesterolderivate [62] und Cerami-
de [151], sind in diesem Zusammenhang beschrieben worden. Enzyme mit Acyl-CoA-
Synthetase-Aktivität belegen im zellulären Lipidmetabolismus durch Bereitstellung von
Acyl-CoA eine Schlüsselrolle, da dieses als Fettsäurederivat in verschiedene interkonnek-
tierte Stoffwechselwege eingebunden ist. Dass Acyl-CoA-synthetisierende Enzyme in der
epidermalen Morphogenese funktionell von Bedeutung sind, haben bereits Untersuchun-
gen an FATP4-defizienten Mäusen belegt [66]. Darüber hinaus finden sich jedoch nur
spärliche Daten zur Expression und Funktion von ACSL-Isoformen, insbesondere der
Acyl-CoA-Synthetase Isoform 5, in muriner oder humaner Epidermis.
In dieser Arbeit wurde zunächst die ACSL5-Expression in der humanen Epidermis
in vivo mittels verschiedener histologischer (mRNA in situ Hybridisierung, Immunhis-
tologie) sowie molekularbiologischer Methoden (RT-PCR, Western Blot) beschrieben.
Die Verteilung der ACSL5 im Gewebe sowohl auf Transkriptions- als auch Transla-
tionsebene ließ hierbei eine differenzierungsassoziierte Expression vermuten. Darüber
hinaus konnten Keratinozyten als Hauptquelle der ACSL5 in der humanen Epidermis
identifiziert werden. Um einer möglichen Bedeutung der ACSL5 im zellulären Meta-
bolismus nachzugehen, wurden in vitro ACSL5-überexprimierende Zellen auf Basis der
HaCaT-Zelllinie generiert. Einige Eigenschaften ACSL5-überexprimie-render HaCaT in
Kultur differenzierten sich von un- und leertransfizierten Vergleichskulturen und wur-
den durch die folgenden Analysen objektiviert. Zum einen legten Proliferationsassays
einen möglicherweise proliferationsinhibitorischen Einfluss einer ACSL5-Überexpression
auf die Zelle dar. In organotypischen Kokulturen mit primären dermalen Fibroblasten
zeigten sich darüber hinaus ACSL5-überexprimie-rende HaCaT in der Formierung ei-
nes stratifizierten Epithels gegenüber un- oder leertransfizierter Zellen eingeschränkt.
Weiterhin ergaben hier immunhistochemische Färbungen gegen den frühen Differenzie-
rungsmarker Involucrin ein etwaig inhibiertes zelluläres Differenzierungspotential infolge
ACSL5-Überexpression. Apoptoseassays ergaben, dass sich ACSL5-überexprimierende
HaCaT durch eine signifikant erhöhte Apoptoserate auszeichneten.
In Zusammenschau dieser Ergebnisse könnten der ACSL5 Funktionen in der epiderma-
len Maturation zugeschrieben werden, welche im Folgenden diskutiert werden müssen.
Immunhistologische Färbungen chronisch sonnenexponierter Haut gegen ACSL5 im-
ponierten mit einem sehr heterogenen Expressionsmuster des Proteins in Relation zu
dem von Normalgewebe. Es ist bekannt, dass der lipidergen Metabolismus von Zel-
len im Rahmen einer Stressantwort auf UVB-Exposition reagieren kann [96]. Daraufhin
durchgeführte UVB-Bestrahlung von HaCaT-Keratinozyten in vitro hatten eine leichte
Alteration der ACSL5-Expression zur Folge, die sich sowohl auf RNA- als auch auf Pro-
teinebene zeigte. Als weiteres Resultat von UV-Exposition werden humane epidermale
Plattenepithelkarzinome als UVB-assoziierte Erkrankung charakterisiert [25]. Immun-
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histochemische Färbungen gegen ACSL5-Protein in Platten-epithelkarzinomen ergaben
eine reduzierte ACSL5-Expression in karzinomatösen Tumorformationen in Relation zu
dem gesunden Umgebungsggewebe. Diese Beobachtung ließ sich auch auf molekular-
biologische Untersuchungen von epidermalen Plattenepithelkarzinomen ausweiten. In
anderen epithelialen Zelllinien aus Intestinum (CaCo2) und Leber (HepG2) wird eine
ACSL5-Überexpression von einer erhöhten Apoptosesesibilität begleitet [48, 119]. Diese
Beobachtung ließ sich in vitro ebenfalls auf die HaCaT-Zelllinie als epidermale Kera-
tinozyten ausweiten. Daher ist diskutabel, ob eine durch UVB induzierte Veränderung
der ACSL5-Expression in der humanen Epidermis modifizierend in die Karzinogenese
des epidermalen Platten-epithelkarzinoms involviert ist.
Im Weiteren werden die hier angesprochen Einzelaspekte der Arbeit gesondert aufge-
griffen und vertieft erörtert. Dies impliziert sowohl interpretative als auch, wenn relevant,
methodische Blickpunkte.
4.2 Expression der ACSL5 in vivo
In dieser Arbeit gelang der in vivo-Nachweis der ACSL5 in der humanen Epidermis so-
wohl auf Transkriptions- (mRNA in situ-Hybridisierung, RT-PCR) als auch auf Trans-
lationsebene (Western Blot, Immunhistologie). Die Ergebnisse der beiden histologischen
Verfahren deckten sich gut. Die Expression von ACSL5-Transkript und -Protein in vivo
fokussierte sich differenzierungsassoziiert auf Str. spinosum und Str. granulosum. Da-
mit stimmten diese Ergebnisse mit externen Daten überein, nach denen die Expression
von Transkripten, die für Acyl-CoA-produzierende Enzyme kodieren, durch Differenzie-
rungsinduktion modifiziert werden konnten [64]. Auch die Expression von FATP4 als in
der Epidermis funktionell bedeutendes Acyl-CoA-synthetisierendes Enzym wurde in der
murinen Epidermis als prädominant in reiferen epidermalen Schichten beschrieben [65].
Diese Daten wurden durch Beobachtungen am humanen Intestinum parallelisiert. Auch
im Intestinum folgt die Expression von FATP4 [136] wie auch von ACSL5 [47] einem
differenzierungsassoziiertem Muster.
Diese Beobachtungen legen nicht nur nahe, dass die beiden Enzyme funktionelle Par-
allelen aufweisen, sondern unterstützen auch die Vermutung, dass auch die ACSL5 eine
Funktion in der epidermalen Maturation ausübt. Dies konnte sich jedoch nicht nur auf
morphologische Beobachtungen stützen, sondern musste im Verlauf durch funktionelle
Untersuchungen in vitro verifiziert werden.
Bisher ließ sich aus externen Daten jedoch keine Erklärung für die in dieser Arbeit
aufgefallenen und teils sehr dominanten Einzelzellfärbungen im Str. spinosum ableiten.
Ein solches Phänomen wurde bisher noch nicht beschrieben.
Laut Literaturangaben ist die ACSL5 in der Leber subzellulär vor allem an Mitochon-
drium und endoplasmatischem Retikulum lokalisiert mit Akkumulation in Proteinex-
trakten aus Mitochondrienisolaten [84, 119]. Dies deckte sich mit dem feingranulären
Aspekt ausschließlich zytoplasmatisch lokalisierter Färbung in den immunhistologischen
Färbungen, bewies die genaue subzelluläre Lokalisation jedoch nicht. Für weitere funk-
tionelle Untersuchungen der ACSL5 in der humanen Epidermis wäre eine genaue sub-
zelluläre Lokalisation des Enzyms jedoch sinnvoll. Die intrazelluläre Lokalisation von
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ACSL-Isoformen wird als funktionell relevant eingeschätzt [30]. Plasmamembranäre Fär-
bungen zeigten sich in dieser Arbeit nicht und wurden auch in der Literatur bis zum
jetzigen Zeitpunkt nicht beschrieben.
4.3 Endogene ACSL5-Expression in HaCaT-Zellen und
Transfektantenetablierung
Zur Untersuchung der Effekte einer ACSL5-Überexpression wurden auf Basis von HaCaT-
Keratinozyten stabile Transfektanten erzeugt. Endogene ACSL5-Expression in HaCaT-
Zellen sowie Transfektionserfolg bei den hergestellten Transfektanten konnten durch ver-
schiedene unabhängige Verfahren sicher verifiziert werden. Einzelne Ergebnisse gaben vor
allem methodisch Anlass für eine vertiefende Betrachtung.
Zum Nachweis von ACSL5-Transkript mittels RT-PCR standen drei verschiedene Pri-
merpaare zur Verfügung (19/20, H52, 19/21). Trotz Modifikation der RT-PCR-Bedingungen
lieferten die Primer 19/21 und H52 bei Untersuchungen an der HaCaT-Zelllinie konsis-
tent unspezifische Produkte. Lediglich Primer 19/20 konnte für HaCaT-Keratinozyten
etabliert werden und fand folglich für jegliche ACSL5-Analysen auf Transkriptionsebe-
ne Verwendung. Entgegen diesen in vitro-Untersuchun-gen wurde für Experimente, die
die Epidermis in vivo betrafen, der Primer H52 zur Detektion von ACSL5-Transkript
genutzt. Da jedoch für die Generierung beider Primer die gleiche Gensequenz zugrunde
lag, wurde dies als legitim erachtet.
Bei einer im Mittel 1346-fachen ACSL5-Expression gegenüber untransfizierten HaCaT
wurde eine signifikante ACSL5-Überexpression durch E120/4 sehr deutlich. Dagegen ver-
wunderte zunächst, dass eine im Mittel 35-fache ACSL5-Expression in EL12/2 gegenüber
HaCaT nicht signifikant war, was jedoch die Streuung der Werte erklärt. Möglicherwei-
se könnte durch eine Vergrößerung der betrachteten Stichprobe eine auf RNA-Ebene
signifikant stärkere ACSL5-Expression in EL12/2 gegenüber HaCaT nachgewiesen wer-
den. Angesichts des äquivalenten Verhaltens von HaCaT und EL12/2 in den funktionel-
len Experimenten der Arbeit erschien es jedoch unwahrscheinlich, dass dies angesichts
des weitaus größeren ACSL5-Expressionsunterschied zwischen HaCaT bzw. EL12/2 zu
E120/4 funktionell eine große Rolle spielen könnte.
Im Bereich der Proteomics ist bekannt, dass die Handhabung eines jeden Proteins
in einem bestimmten Versuchsaufbau eine gesonderte Anpassung erfordert [63]. Dies
wurde auch beim Nachweis einer endogenen Expression in HaCaT-Zellen sowie der Veri-
fizierung einer ACSL5-Überexpression in den generierten Transfektantenklonen relevant.
Verschiedene Variablen nahmen in der Methodik Einfuss auf die erzielten Ergebnisse. Die
Immundetektionen von ACSL5-Protein lieferte in erster Linie dann deutliche ACSL5-
Banden, wenn Zelllysat nach Benzonaseverdau in die SDS-PAGE eingesetzt wurde. Bei
Verwendung von Proteinextrakt aus Zelllysat in Trizol waren die Banden auch nach lan-
gen Entwicklungszeiten in Relation weitaus schwächer. Dies war vor allem beim Nach-
weis von vergleichsweise schwach exprimiertem endogenen ACSL5-Protein von Nachteil
und fand daher in weiterführenden Versuchen keine Anwendung mehr. Als einzig nach-
teilig war die nun unmögliche Proteinquantifizierung vor dem Experiment anzusehen,
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was nun ausschließlich durch einen β-Aktin-Abgleich erfolgte. Externen Daten zufolge
zeichnen sich HaCaT-Keratinozyten durch eine verringerte Lipidsynthesefähigkeit aus
[9]. Dies stellt einen möglichen Erklärungsansatz für die schwache endogene Expression
von ACSL5-Protein als in den Lipidmetabolismus involviertes Enzym in diesen Zellen
dar.
Im Gegensatz Untersuchungen an der CaCo2- [48] bzw. HepG2-Zelllinie [119], bei de-
nen der KD7-Antikörper gegen ACSL5-Protein gute Ergebnisse lieferte, zeichnete sich
bei Untersuchung an HaCaT-Keratinozyten ein vergleichsweise prominenter Bildhinter-
grund ab, der eine Auswertung oft erschwerte. Behebbare Ursachen für diese Beobach-
tung konnten trotz Variationen im methodischen Ablauf nicht eruiert werden. Daher
kam für Western Blots mit ACSL5-Immunmarkierung in dieser Arbeit überwiegend
der kommerzielle Anti-ACSL5-Antikörper von Abnova zum Einsatz. Beim Nachweis
von rekombinanter ACSL5 bei Überexpression des Proteins relativierte sich dieses Pro-
blem. Interessanterweise lieferten der kommerzielle Anti-ACSL5-Antikörper und KD7
bei immunhistologischen Färbungen (Epidermis in vivo, EÄs) vergleichbare Ergebnisse.
Ein möglicher Grund für diese leichte Irregularität zwischen den beiden Anti-ACSL5-
Antikörpern könnte die sicherlich differente immunogene Sequenz des jeweiligen Epitops
der Antikörper sein. Diese ist von Seiten des Herstellers bisher nur für den kommerziellen
Antikörper, nicht jedoch für KD7 bekannt. Da die endgültige Struktur von Acyl-CoA-
Synthetasen bisher nicht aufgeklärt ist [135], könnte dies bei der Erstellung von nicht
nativen Western Blots, wie im Rahmen dieser Arbeit geschehen, theoretisch eine Rolle
spielen.
Im Rahmen der Transfektanten-Etablierung bestätigten die durchgeführten Western
Blots (ACSL5, His) und Immunfluoreszenz-Zytologien (ACSL5, His) in gleicher Weise die
Überexpression von ACSL5-Protein in E120/4. Da die Detektion des His-Tags lediglich
bei E120/4 eine Bande bzw. ein Fluoreszenzsignal lieferte, konnte das überexprimierte
Protein als rekombinant verifiziert werden. Weiterhin untermauerten Enzymaktivitäts-
assays die Funktionalität des Enzyms.
4.4 Etablierung der Epidermisäquivalente
Neben der Untersuchung von Proliferation erwies sich die Kultivierung von Epidermisä-
quivalenten vor allem für die Evaluation von Differenzierungseigenschaften im HaCaT-
Modell als geeignet [112]. Prinzipiell können durch Immundetektion die Untersuchung
entsprechender Proteine auch zytologisch in 2D-Kulturen erfolgen [149], jedoch erlaubte
ein Abbild der Epidermis Rückschlüsse auf die intraepidermale Lokalisation des unter-
suchten Elementes. Zudem konnte die Bewertung einer Differenzierung auch unter rein
morphologischen Gesichtspunkten und diesbezüglich ein Vergleich mit Epidermis in vivo
erfolgen.
Jedoch stellten EÄs sicherlich auch ein artifizielles System dar, in dem viele unter-
schiedliche Einflussfaktoren kontrolliert werden mussten. Zentraler Bestandteil war hier-
bei die epidermo-dermale Homöostase. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass
das Zusammenspiel dieser beiden Kompartimente auch spezienübergeifend, z.B. zwischen
Maus und Mensch, funktionieren kann [73], ebenso sind aber auch Unterschiede zwischen
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murinen und humanen Signaltransduktionen bekannt [3]. Aus diesem Grund wurden mit
primären humanen Fibroblasten aus der Dermis und der humanen Keratinozytenzelllinie
HaCaT das Zusammenspiel von Zellen aus der gleichen Spezies gewählt. Bezüglich des
Einflusses seitens der eingesetzten Fibroblasten mussten interindividuelle Unterschiede
durch verschiedene Spender, Proliferationsfähigkeit, Zellseneszenz und potentielle Myco-
plasmenkontaminationen problematisiert werden. Etwa ab der achten Passage verloren
die Zellen ihre typische spindelförmige Morphologie und waren breit konfiguriert. Für
die Erzeugung von Dermisäquivalenten wurden daher aus Standardisierungsgründen nur
Fibroblasten der Passagen 3-6 von einer geringen Zahl unterschiedlicher Spender ge-
nutzt. Um den Zellen ihre Proliferationsfähigkeit zu nehmen, wurden sie mit 70 Gray
γ-bestrahlt. Bei der Arbeit mit primären Zellen besteht darüber hinaus immer die Ge-
fahr einer Mycoplasmenkontamination. Durchgeführte Mycoplasmentests mittels PCR
waren jedoch stets negativ.
Trotz eines beschriebenen geringeren Wachstums- und Differenzierungspotentials im
Gegensatz zu primären humanen Keratinozyten, wurde die Generierung von terminal
differenzierten Epidermisäquivalenten auf Basis von HaCaT-Zellen durch Supplikation
von TGF-α und GM-CSF publiziert [94].
EGF und sein Homolog TGF-α sind als aktivierende Liganden am EGF-Rezeptor
bekannt [125] und die Bedeutung dieses Rezeptors für die epidermale Maturation auch
schon in in vivo-Untersuchungen unterstrichen [105, 91]. Aktivierung vonWachstumsfaktor-
Rezeporen dieses Typs sind durch ihre Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Aktivität an der Regu-
lation keratinozytärer Maturation über verschiedene Signaltransduktionswege beteiligt.
Diese involvieren die Aktivität verschiedener Kinasen, wie PI3K/AKT (Phosphatidylinosytol-
3-Kinasen/Proteinkinase B), MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) und JAK/STAT
(Januskinasen/Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription), und gehen un-
ter anderem mit der transkriptorischen Funktion von NFκB (nuclear factor ’kappa-light-
chain-enhancer’ of activated B-cells)- und AP-1 (Aktivator-Protein 1) einher [53, 112].
In den zitierten Arbeiten werden für EGF/ TGF-α übereinstimmend vor allem prolife-
rationsfördernde und antiapoptotische Wirkungen auf Keratinozyten beschrieben. Dass
diese Zytokine auch die Differenzierung fördert, wird an manchen Stellen vermutet, je-
doch nicht weiter untermauert [9].
Das normalerweise von Fibroblasten synthetisierte GM-CSF selber ist AP-1-Zielgen
und zeigt eine sowohl proliferations-, als auch differenzierungsfördernde Wirkung auf
Keratinozyten [138, 3].
Trotz zahlreicher Versuche und Modifikationen des Kulturmediums war es nicht mög-
lich, ein terminal differenziertes Epidermisäquivalent zu generieren und damit publizierte
Ergebnisse zu reproduzieren. Versuche, den Differenzierungsgrad durch höhere Fibroblas-
tenzahlen zu steigern [93, 37], waren durch das Volumen des Kulturmediums limitimiert,
welches ab einer Grenze von 5x105 Zellen/ml Gel nicht mehr ausreichte, das System für
einen praktikablen Zeitraum von 48h zu versorgen. Da die Generierung eines differenzier-
ten EÄs jedoch nur Mittel zum Zweck zur Untersuchung einer Funktion der ACSL5 in
diesem System war, konnte der erzielte Teilerfolg als Basis dienen, um potentielle Effekte
durch ACSL5-Überexpression zu erfassen. Hervorzuheben ist jedoch, dass unterschied-
liche Studien mit Gebrauch vollends differenter Kulturmedien bei der Generierung von
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Epidermisäquivalenten mit HaCaT-Zellen zu untereinander vergleichbaren Ergebnissen
geführt haben [130, 94]. Dies relativierte die Bedeutsamkeit von TGF-α insbesondere in
der Wechselwirkung von Fibroblasten mit HaCaT-Zellen (s. Ergebnisse). Zusammen mit
der Beobachtung, dass EÄs ohne Supplemente auch eine Stratifizierungstendenz zeigten,
wurde nochmals deutlich, dass die epidermo-dermale Homöostase sicherlich weitaus viel-
schichtiger ist, als bis dato bekannt.
4.5 Effekte einer ACSL5-Überexpression im HaCaT-Modell
Im Rahmen der Arbeit wurden mit Proliferationsassays, Apoptoseassays und verschiede-
nen histologischen Auswertungen der generierten EÄs (HE, Involucrin-Immun-histologie,
Ki67-Immunhistologie, KD7-Immunhistologie) die drei Zelllinien HaCaT, EL12/2 und
E120/4 in Relation dargestellt. Es zeigten sich verschiedene potentielle Effekte einer
ACSL5-Überexpression bzgl. des Proliferations- und Differenzierungsverhaltens sowie
der Apoptoserate. All diese Zellfunktionen spielen bei der epidermalen Maturation eine
Rolle (s. Einleitung) und stehen in einem engen Kontext zueinander. Dennoch werden
sie im Folgenden getrennt erörtert.
4.5.1 Proliferationsinhibition durch ACSL5-Überexpression
Proliferationsassays in der Art, wie sie in dieser Arbeit Verwendung fanden, sind eta-
blierte Verfahren zur Bestimmung von zellulären Wachstumsraten [86]. Untransfizierte
sowie leertransfizierte HaCaT-Zellen (EL12/2) verhielten sich in diesen Assays vergleich-
bar. Ihre Zellzahl ergab lediglich während eines kurzen Zeitraumes der Untersuchungen
signifikante Abweichungen voneinander. Damit konnte die Proliferationsinhibition des
Volltransfektanten E120/4 als Effekt der ACSL5-Überexpression interpretiert und folg-
lich nur marginal auf die Integration des Transfektionsplasmides zurückgeführt werden.
Die gewählte Methode zur Quantifizierung der Proliferation erforderte allerdings eine
methodische Hinterfragung. In die Zellzahlberechnungen (Casy 1; s. 2.2.4) gingen aus-
schließlich vitale Zellen innerhalb einer definierten Optimumkurve ein. Abgestorbene
Zellen, sowie Zellfragmente befanden sich hingegen außerhalb dieses Toleranzbereiches.
Da als weiterer Effekt einer ACSL5-Überexpression eine erhöhte Apoptoserate diskutiert
wird, unterlagen die Ergebnisse der Proliferationsassays vermutlich einem gewissen Feh-
ler. Demnach ist es wahrscheinlich, dass eine Proliferatinsinhibition mit einer erhöhten
Apoptoserate ACSL5-überexprimierender Zellen zusammen für die ausgeprägten Zell-
zahlunterschieder verantwortlich war. EL12/2 als leertransfizierte HaCaT-Zelllinie wies
jedoch ebenfalls eine signifikant höhere Apoptoserate als untransfizierte HaCaT auf. Da
diese beiden Zelllinien sich in den Proliferationsassays hingegen vergleichbar verhielten,
war der angesprochene methodische Fehler aller Voraussicht nach relativ gering.
Auch die Morphologie der Epidermisäquivalente wies auf eine geringe proliferative
Aktivität von E120/4 hin. Die epitheliale Stärke war stets 40-50% schwächer als die
aus HaCaT oder EL12/2 kultivierten EÄs. Bei der Erfassung proliferativ aktiver Zel-
len innerhalb der EÄs mit Supplementen durch Ki67-Immunhistologien zeigte sich bei
Einsatz von E120/4 zwar eine häufig unterbrochene Ki67-Expression, jedoch erstaun-
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te die vergleichsweise breite Ki67-Expression über alle Zellschichten hin. Vordergründig
stimmte diese Beobachtung nicht mit der beschriebenen Proliferationsinhibition durch
ACSL5-Überexpression überein. Ein möglicher Erklärungsansatz ist, dass die Zugabe
der Supplemente die Bedingungen für Proliferation optimierte. Tatsächlich waren mit
Supplementen kultivierte EÄs ihrer Ki67-Expression nach proliferativ aktiver als die
EÄs ohne Supplemente, was als weiteres Indiz für die proliferationsfördernde Wirkung
von TGF-α und GM-CSF war. Bei EÄs ohne Supplemente dagegen konnte die Ki67-
Expression als ausgesprochen lückenhaft beschrieben werden.
Ein weiterer Erklärungsansatz beleuchtet die theoretischen Hintergründe einer Ki67-
Expression. Diese wird als eng mit der proliferativen zellulären Aktivität verbunden
beschrieben und wird innerhalb des Zellzyklus in allen Phasen außer der G0-Phase
exprimiert [52]. Dies impliziert, dass auch Zellen, die sich langsam teilen oder eine
Mitose nicht vollenden können Ki67-positiv bleiben [148]. Scholzen et al. folgern des-
halb hypothetisch, dass Ki67-positive Zellen momentan zur Mitose befähigt sind und
nicht zwingend aktiv Mitose betreiben müssen [129]. Theoretisch könnte dies auch auf
ACSL5-überexprimierende HaCaT zutreffen. Weitere Gründe für eine persistierende
Ki67-Expression durch E120/4 werden in den Abschnitten 4.5.2 und 4.6.2 erörtert.
Letztlich bleiben die deutlichen Ergebnisse der Proliferationsassays der stärkste Anhalt
für einen proliferationsinhibitorischen Effekt einer ACSL5-Überexpression im HaCaT-
Modell. Zur weiteren Analyse dieses Themenkomplexes könnten die Untersuchungen auf
alternative Methoden, wie BrdU-Labeling [16] oder MTT-Assays [111], erweitert werden.
Ein antiproliferativer Effekt von Acyl-CoA-Synthetasen in der Epidermis lässt sich
anhand von Literaturrecherchen nicht klar evaluieren. Diese explizite Fragestellung war
bis heute nicht Gegenstand der Forschung. Eine FATP4-Defizienz führt in der murinen
Epidermis zu einem hyperplastischen Epithel. Ob dies jedoch mit der FATP4-Defizienz
direkt, oder als Reaktion auf die gestörte Barrierefunktion der Epidermis zusammen-
hängt, blieb auch für die Autoren bislang unklar [66]. Ob eine FATP4-Überexpression
in einem Zell- oder Mausmodell zu einer Proliferationsinhibition bzw. einem hypoplas-
tischen Epithel führt, wurde bis jetzt nicht untersucht. Auffällig ist jedoch, dass sich die
ACSL5-Expression in vivo analog zu FATP4 auf nicht mehr proliferativ aktive Schichten
der Epidermis fokussiert. Die Untersuchung des Expressionsmusters der ACSL5 in der
humanen Epidermis in vivo zeigte im Besonderen eine starke Einzelzellexpression des
Enzyms in Keratinozyten des Str. spinosums. Demnach könnte eine Funktion der ACSL5
sowie anderer Acyl-CoA-Synthetasen wie FATP4 in einer Inhibierung der keratinozytä-
ren Proliferation und einem Wechsel zu differenzierungsfördernden Genprogrammen im
Rahmen der epidermalen Homöstase beruhen. Mögliche Mechanismen werden in 4.6
erörtert.
4.5.2 Differenzierungsinhibition durch ACSL5-Überexpression
Neben der proliferativen Aktivität schien auch die Stratifizierungs- bzw. Differenzie-
rungsfähigkeit durch eine ACSL5-Überexpression im HaCaT-Modell modifiziert zu wer-
den.
Sowohl HaCaT als auch EL12/2 bildeten (mit und ohne Supplemente) EÄs, die in ih-
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rer Morphologie mit einer Abplattung der Zellen nach apikal einer normalen Epidermis
in vivo ähnelten. Unterstützt wurde diese Beobachtung durch die differenzierungsasso-
ziierte Expression verschiedener Proteine. Eines dieser Proteine stellte Involucrin dar,
welches auch in den nicht terminal differenzierten EÄs klar differenzierungsassoziiert ex-
primiert wurde. Die nicht erreichte terminale Differenzierung ist eine mögliche Erklärung
dafür, dass trotz analogem methodischen Procedere die Intensität der Involucrinfärbung
in EÄs hinter der von epidermalen Proben in vivo zurückstand. Ebenfalls analog zu
den Beobachtungen in vivo blieb eine Ki67-Expression auf die basalen Zellschichten
der EÄs (mit und ohne Supplemente) begrenzt. Epidermale Zellen werden in der Regel
erst dann Ki67-negativ und damit mitotisch inaktiv, wenn sie in den Differenzierungs-
prozess eintreten [39]. Aus diesem Grund wurden die Ergebnisse der immunhistologi-
schen Ki67-Färbungen von EÄs aus HaCaT bzw. EL12/2 als zusätzlicher Hinweis auf
eine beginnende Differenzierung interpretiert. Auch immunhistologische Färbungen von
ACSL5-Protein fokussierte sich in EÄs in vitro analog zu der Situation in vivo auf apika-
le Zellschichten. Die schwache Endogene ACSL5-Expression durch die HaCaT-Zelllinie
könnte in diesem Zusammenhang das Fehlen dominanter Einzelzellfärbungen erklären.
In transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen von EÄs aus HaCaT wa-
ren zahlreiche Interzellularjunktionen zwischen den Keratinozyten ersichtlich. Auch diese
Beobachtung untermauerte einen Differenzierungsprozess [33]. Es muss jedoch hervorge-
hoben werden, dass die letztgenannten Versuche nicht in repräsentativer Zahl durchge-
führt wurden.
Entgegen den oben geschilderten und diskutierten Ergebnissen, bildeten ACSL5-über-
exprimierende HaCaT (mit und ohne Supplemente) EÄs ohne Anhalt auf einen statt-
gefundenen Differenzierungsprozess. Diese Vermutung begründete sich zum einen in der
Morphologie der EÄs, in denen sich eine Umorientierung der keratinozytären Zellachse
nicht andeutete. Zum anderen bestätigte die lediglich disseminierte und ungeordnete
Involucrinexpression in EÄs aus E120/4 die morphologische Interpretation. Die brei-
te Ki67-Expression in EÄs aus ACSL5-überexprimierenden HaCaT-Zellen machte eine
Separation von Zellen, die in einen Differenzierungsprozess eintreten, unmöglich. Diese
Beobachtung stellte daher in diesem Zusammenhang ein weiteres Indiz für die Unfä-
higkeit zur Stratifizierung dar. Geringe Zahlen von desmosomalen Zell-Zell-Junktionen
in transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen unterstrichen ebenfalls die
Beobachtung einer fehlenden Differenzierung. Jedoch wurden auch sie nicht in repräsen-
tativen Zahlen durchgeführt, was die Aussagekraft relativierte. Da E120/4 eine ACSL5-
überexprimierende Zelllinie darstellt, war eine starke Niederschlagsfärbung bei Immun-
färbungen von EÄs aus E120/4 zu erwarten. Daher stellten die Färbungen kein weiteres
Indiz für eine Differenzierungsunfähigkeit der Zelllinie dar. Vielmehr wurde hierdurch
die Stabilität der Transfektion nochmals untermauert.
Trotz einer potentiellen Inhibition von Differenzierung durch ACSL5-Überexpression
fokussierte sich sowohl in vivo als auch in EÄs in vitro eine ACSL5-Expression auf
Zellen höheren Differenzierungsgrades. Dies stand sowohl in Übereinstimmung zu der
Expression von FATP4 in der murinen Epidermis [107] als auch einer verstärkten ACS-
mRNA-Expression in kultivierten Keratinozyten durch Differenzierungsinduktion [64].
Demnach stellte die sich andeutende Differenzierungsunfähigkeit von HaCaT infolge
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ACSL5-Überexpression einen Kontrast dazu dar. Möglicherweise könnte ein grundsätz-
lich erhaltenes Differenzierungspotential durch eine vergleichsweise dominante Prolifera-
tionsinhibition maskiert werden. Andere Erklärungsansätze umfassen bisher unbekannte
Mechanismen von ACSL-Isoformen innerhalb der epidermalen Maturation oder auch un-
spezifische Effekte, beispielsweise eine intra- oder extrazelluläre Lipidakkumulation, die
eine normale Zellphysiologie stört. Mögliche Mechanismen wie Acyl-CoA-Synthetasen
die zelluläre Differenzierungsfähigkeit modifizieren können, werden in 4.6 erläutert.
4.5.3 Apoptoseinduktion durch ACSL5-Überexpression
Im Rahmen dieser Arbeit konnten bereits in vivo ACSL5-Protein und apoptosespezi-
fische DNA-Fragmentierung in TUNEL-Assays innerhalb ein und denselben Zellen am
Übergang von Str. granulosum zu Str. corneum detektiert werden. Um zu prüfen, ob
die ACSL5 an apoptotischen Vorgängen innerhalb der Epidermis partizipiert, wurden in
vitro am HaCaT-Modell Apoptoseassays in Verbindung mit Zytotoxizitäts- und Viabi-
litätsassays durchgeführt.
Bei der Auswertung der basalen Apoptoseraten (ohne TRAIL-Behandlung) erwiesen
sich die von E120/4 sowohl in Relation zu HaCaT als auch zu EL12/2 als statistisch
signifikant. Dies war das Ergebnis sowohl bei der Auswertung der absoluten Fluores-
zenzeinheiten als auch das Ergebnis nach Normierung der Werte auf HaCaT und die
jeweilige Zellzahl. Demnach schien eine ACSL5-Überexpression tatsächlich an apopto-
tischen Vorgängen zu partizipieren und propagiert zusammen mit den Beobachtungen
aus den TUNEL-Assays in vivo eine diesbezügliche Bedeutung der ACSL5 in der epi-
dermalen Homöostase. Aus ACSL5-überexprimierenden HaCaT-Zellen kultivierte EÄs
wiesen sowohl lichtmikroskopisch als auch ultrastrukturell erkennbar eine Auflockerung
des Zellverbandes auf. Möglicherweise wäre auch diese Beobachtung durch einen parti-
ellen Zelluntergang durch Apoptose innerhalb des EÄs zu erklären.
Externen Daten zufolge können überexprimierte Proteine eine zytotoxische Wirkung
auf die transfizierte Zelle entfalten [90]. Die parallel erfasste Zytotoxizität von E120/4
bei Ansätzen ohne TRAIL-Zugabe war in Relation zu EL12/2 und HaCaT jedoch nicht
signifikant erhöht, so dass in dem Datenumfang dieser Arbeit von keiner signifikant
erhöhten Zytotoxizität durch Überexpression von ACSL5 ausgegegangen werden muss.
TRAIL wird als Apoptose-Ligand im HaCaT-Modell als funktionell beschrieben [83].
Aufgrund dessen wurde neben der Erfassung einer basalen Apoptoserate von HaCaT,
EL12/2 und E120/4 auch TRAIL in verschiedenen Konzentrationen in die Versuchsan-
sätze eingebracht, um eine mögliche Reaktion von ACSL5-überexprimierenden HaCaT
auf eine TRAIL-vermittelte Apoptoseinduktion zu untersuchen. Eine funktionelle Rol-
le der ACSL5 bei TRAIL-vermittelter Apoptoe wurde bereits im Darmmodell gezeigt
[48]. Im Kontext der Arbeit erwies sich der Einfluss von TRAIL in Konzentrationen von
10, bzw. 25ng/ml jedoch als nicht relevant für eine Apoptoseinduktion. Tatsächlich zei-
gen andere Arbeiten, dass TRAIL im HaCaT-Modell zwar als funktionell interpretiert
werden kann, jedoch vor allem in der Lage ist, die Wirkung von anderen Apoptoseinduk-
toren wie INFγ zu potenzieren [77]. Dadurch, dass eine TRAIL-Behandlung der Zellen
keinen Effekt zeigte, verloren auch die Resultate der Viabliltäts- Zytotoxizitäts- und
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Apoptoseassays nach TRAIL-Zugabe an Bedeutung für die Arbeit. Folgeuntersuchun-
gen zur Apoptosesensibilität von ACSL5-überexprimierenden HaCaT sollten daher auf
den Einsatz mehrerer alternativer bzw. mehrerer parallel eingesetzter Apoptoseliganden
ausgeweitet werden.
Insgesamt wurden die Apoptose-, Viabilitäts- und Zytotoxizitätsversuche dreimalig
durchgeführt, so dass statistische Signifikanzen errechnet werden konnten. Viele p-Werte
bewegten sich jedoch um den “Borderline-Punkt” von p=0,05. Daher ist es denkbar, dass
bei der Betrachtung einer größeren Stichprobe sich einige Signifikanzen erhöhen oder
jedoch auch umkehren, so dass sich zum jetzigen Zeitpunkt eine relativierte Sicht auf
die Ergebnisse dieser Assays anbietet.
Ein Einfluss der ACSL5 auf apoptotische Aktivitäten wird in verschiedenen Zellsys-
temen, wie im Darm- und Lebermodell, beschrieben. Eine erhöhte Apoptosesensibilität
infolge ACSL5-Überexpression konnte sowohl in CaCo2- [48] als auch HepG2-Zellen [119]
gezeigt werden. In der Epidermis ist ein solcher Zusammenhang bislang nicht beschrieben
worden. Es existieren verschiedene mögliche Mechanismen, wie Acyl-CoA-Synthetasen
einen Einfluss auf die Apoptose in der Epidermis ausüben können, was in 4.6 erörtert
wird.
Durch einen spezifischen Knockout der ACSL5 in E120/4-HaCaT würden sich die be-
obachteten Effekte (Proliferationsinhibition, Differenzierungsinhibition, Apoptoseinduk-
tion) als sicheres Resultat einer ACSL5-Überexpression verifizieren lassen. Im Kontext
der Arbeit wurde dies durch RNA-Interferenz in mehreren Ansätzen und parallelem
Einsatz von zwei verschiedenen spezifischen siRNAs gegen ACSL5-mRNA versucht. Die
Funktionalität der eingesetzten siRNA-Sonden konnte durch einen geglückten Knock-
out im HepG2-Modell verifiziert werden [119]. Im HaCaT-Modell gelang durch fluo-
reszenzmikroskopische Kontrollen lediglich der Nachweis einer gelungenen Aufnahme
der siRNAs in die Zellen. Trotz dieser Teilerfolge gelang der spezifische Knockout von
ACSL5-RNA oder ACSL5-Protein im HaCaT-Modell nicht.
4.6 Putative ACSL5-abhängige Signaltransduktionsketten
Der Zusammenhang zwischen der ACSL5-Überexpression und den beobachteten poten-
tiellen Effekten konnte im Rahmen der Arbeit nicht in all seinen Aspekten analysiert
werden. Externe Daten zu Expression und Funktionen von Enzymen mit Acyl-CoA-
Aktivität in der humanen oder murinen Epidermis liegen bislang kaum vor. Daher war
das Einordnen der eigenen Daten in einen größeren Kontext nur eingeschränkt möglich.
Zudem war es im Rahmen der Arbeit nicht möglich, die Untersuchungen auf die Lipid-
analytik auszuweiten. Eine weitere Interpretation der Daten ist demnach zum jetzigen
Zeitpunkt ausschließlich auf einer hypothetischen Ebene möglich, aus der sich jedoch
weitere Untersuchungsfelder ergeben.
Acyl-CoA stellt eine Grundsubstanz zwischen vielen interkonnektierten Wegen inner-
halb des zellulären Lipidemetabolismus dar. Aufgrund dessen ergeben sich anhand von
Literaturdaten vielerlei Signalwege, in die Acyl-CoA einmünden und sowohl Proliferation
als auch Differenzierung und Apoptose modifizieren kann. Die Evaluation einer Bedeu-
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tung von ACSL5 und Acyl-CoA für diese Signalwege wird jedoch dadurch erschwert,
dass sie zum Teil kontrovers diskutiert werden.
4.6.1 Peroxysom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR)
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) sind nukleäre Transkriptionsfak-
toren mit drei existierenden Isoformen (PPARα, PPARβ=PPARδ, PPARγ). Alle drei
Formen werden sowohl in der humanen Epidermis [155] als auch in Kulturen humaner
Keratinozyten [122] inklusive HaCaT-Zellen [111, 21, 86] exprimiert. Verschiedene Daten
belegen eine differenzierungsassoziierte Expression von PPAR-Subtypen in vivo [155] wie
auch in vitro [121]. Eine Vielzahl von Untersuchungen zu Effekten einer Aktivierung von
PPAR-Subtypen auf die Funktion von primären murinen und humanen Keratinozyten
sowie auf verschiedene Keratinozytenzelllinien sind bekannt.
Die Aktivierung von PPARβ/δ in muriner Epidermis resultiert sowohl in vivo als auch
in vitro in einer Differenzierungsförderung mit vermehrter Expression von Differenzie-
rungsmarkern [126, 74]. Dies ist vergesellschaftet mit einer intrazellulären Lipidakku-
mulation. Rivier et al. zeigen eine verstärkte Expression v.a. cermidssynthetisierender
Enzyme in vitro [121]. Darüber hinaus geht PPARβ/δ-Aktivierung in murinen Kera-
tinozyten mit einer apoptoseprotektiven Wirkung einher [141] bzw. zeigen Zellen mit
PPARβ/δ-Defizienz einer höhere Apoptosebereitschaft [27]. In primären humanen Ke-
ratinozyten wird eine Differenzierungsinduktion durch PPARβ/δ-Aktivierung gezeigt
[155], wogegen die Aktivierung von PPARα und PPARγ neben einer möglichen diffe-
renzierungsfördernden Wirkung vor allem Zellproliferation inhibieren [59, 60, 155]. Die
Regulation der proliferativen Aktivität von Keratinozyten durch die transkriptionelle
Funktion von PPARβ/δ wird kontrovers diskutiert. Romanowska et al. zeigen in pri-
mären humanen Keratinozyten eine aus PPARβ/δ-Aktivierung resultierende Prolifera-
tionssteigerung der Zellen [123]. Dagegen konnten in Studien an den humanen Keratino-
zytenzelllinien N/TERT-1 und HaCaT neben einer Differenzierungsinduktion durch se-
lektive PPARβ/δ-Aktivierung eine proliferationsinhibitorische Wirkung erzielen [17, 10].
Bei HaCaT-Zellen wurde auch infolge PPARα-Aktivierung eine Differenzierungsinduk-
tion beobachtet [87]. Ebenfalls kontrovers wird die Rolle von PPAR-Subtypen in der
Apoptoseregulation diskutiert. Im Gegensatz zu Ergebnissen bei murinen Keratinozyten
(s.o.) konnte in HaCaT-Zellen durch PPARβ/δ-Aktivierung Apoptose induziert werden,
was allerdings in N/TERT-1-Zellen nicht gelang [17, 10].
Diese unübersichtliche Datenlage ist zusammenfassend in Tabelle 21 veranschaulicht.
Neben zahlreichen und verschiedenen exogenen Liganden sind auch endogene Lipide
an der Regulation transkriptioneller Vorgänge über PPAR beteiligt und schließen unter
anderem auch freie Fettsäuren und Acyl-CoA ein. Eine Interaktion mit PPAR ist dem-
nach eine Möglichkeit von Acyl-CoA und damit der ACSL5 direkt in genregulatorische
Vorgänge der Zelle einzugreifen. Vor allem für ungesättigte C16- und C18-Fettsäuren, die
Substrate für ACSL5 darstellen, besteht Übereinkunft in einer möglichen Wirkung als
aktivierende Liganden, obwohl ihre Bindungsaffinität zu der Lipidbindungsdomäne von
PPAR-Subtypen als vergleichsweise gering beschrieben wird [88, 69].
Kontrovers wird jedoch die Wechselwirkung von Acyl-CoA mit PPAR-Subtypen disku-
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murine
Epidermis in
vivo
primäre murine
Keratinozyten
primäre humane
Keratinozyten
HaCaT
PPARα Proliferation ↓ Differenzierung
↑
PPARβ/δ Differenzierung
↑
Differenzierung ↑,
Apoptoseprotektion
Differenzierung ↑,
Proliferation ↑
Differenzierung
↑
Proliferation ↓
Apoptose ↑
PPARγ Proliferation ↓
Differenzierung ↑
Tabelle 21: Darstellung der Effekte einer Aktivierung von PPAR-Subtypen, zusammengestellt
anhand der zitierten Literaturdaten
tiert. Einige Studien unterstützen die These, dass die Affinität von Acy-CoA an PPARα
nicht nur stärker als ihre korrespondierenden freien Fettsäuren ist. Darüber hinaus soll
gebundenes Acyl-CoA auch in der Lage sein, Konformationsänderungen an PPARα vor-
zunehmen [69, 68]. Dies ermöglicht die Rekrutierung von Ko-Aktivatoren, die für eine
transkribierende Funktion von PPAR nötig ist [156]. Autoren anderer Untersuchungen
propagieren jedoch, dass Acyl-CoA die Rekrutierung von Ko-Aktivatoren behindert,
die Rekrutierung von Ko-Repressoren erleichtert und damit als Antagonist am PPARα
[38, 108] und -γ [108] fungiert. Jorgensen et al. unterstützen diese Hypothese für PPARα
und PPARβ/δ, können aber keine antagonistische Wirkung von Acyl-CoA-Analoga an
PPARγ nachweisen [71].
Angesichts dieser sehr heterogenen Datenlage ist es schwierig, die Ergebnisse der vor-
liegenden Arbeit in volle Übereinstimmung damit zu bringen. Außer Frage steht, dass
Acyl-CoA als Produkt einer enzymatischen ACSL5-Aktivität die transkribierende Funk-
tion von PPAR-Subtypen theoretisch beeinflussen kann. Ungeachtet dessen, ob Acyl-
CoA als Agonist oder Antagonist an PPAR-Subtypen wirkt, lassen sich zumindest Tei-
laspekte der Ergebnisse dieser Arbeit anhand einer Interaktion mit PPAR-Subtypen als
nukleäre Transkriptionsfaktoren erklären. Die Modifikation von Proliferation (z.B. Proli-
ferationsinhibition) auf der einen und Differenzierung/Apoptose (z.B. Differenzierungs-
und Apoptoseinduktion) auf der anderen Seite verhalten sich in einem Großteil der
PPAR-Signalweg-behandelnden Arbeiten gegensätzlich, den Ergebnissen dieser Arbeit
an ACSL5-überexprimierenden Zellen zufolge jedoch offenbar synergistisch. Analog dazu
werden sowohl eine Apoptoseinduktion als auch eine Proliferationinhibition infolge einer
ACSL5-Überexpression anhand externer Daten eher unterstützt als eine parallel herbei-
geführte Differenzierungsinhibition. Diese Beobachtung wirft auch im Zusammenhang
einer möglichen Rolle eines PPAR-Signalings die Frage auf, ob der Unfähigkeit ACSL5-
überexprimie-render HaCaT-Zellen ein stratifiziertes Epithel zu entwickeln, tatsächlich
ein gehemmtes Differenzierungspotential zugrunde liegt.
Sollten die Untersuchungen zur Rolle der ACSL5 in der epidermalen Maturation um
die Examination von PPAR-Signalwegen erweitert werden, müsste im Vorhinein Klarheit
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über die Interaktion von Acyl-CoA, insbesondere eines Karbongerüstes von C12-C20, und
PPAR-Subtypen herrschen.
4.6.2 Ceramide
Neben der Möglichkeit, dass Acyl-CoA als direkter Mediator in Regulationswegen fun-
giert, stellt es auch ein Substrat für andere Lipidverbindungen in der Zelle dar, die
ihrerseits an der Regulation vielerlei Zellfunktionen partizipieren. Ein wichtiges Beispiel
hierfür sind Ceramide und Ceramidderivate, für deren Synthese C16-C18-Acyl-CoA, und
damit ACSL-Isoformen, an mehreren Stellen von Bedeutung sein können (s. Abb. 39).
Bereits initial findet die Kondensation von Palmitoyl-CoA mit Serin statt, um 3-Keto-
Sphinganin zu bilden. Nach der folgenden Reduktion zu Dihydrosphingosin wird erneut
Acyl-CoA mit sehr variabler Karbonkettenlänge über eine Amidbindung zu Dihydro-
ceramid verknüpft [104].
Abbildung 39: Ablauf der Ceramidsynthese
In vielerlei unterschiedlichen Zelltypen, so auch in Keratinozyten, fungieren Cera-
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mide und Ceramidderivate als intrazelluläres Signalmolekül und werden vor allem für
Proliferationsinhibition [51], Differenzierungsinduktion [113] und Apoptose [146] verant-
wortlich gemacht. Neben eines apoptosefördernden Effektes von exogen zugegebenen
Ceramiden auf Keratinozyten in vitro [109] konnte gezeigt werden, dass vermutlich eine
Akkumulation endogener Ceramide mit Acylketten einer Länge von C16-C24 für proa-
poptotische Signale verantwortlich ist. Dies wurde in vitro im HaCaT-Modell gezeigt
[140], was aufgrund der Zelllinie und der Acyllänge von Bedeutung in Bezug auf eine
ACSL5-Überexpression in dieser Arbeit gewinnt. Mögliche Mechanismen zur Apopto-
seinduktion durch Ceramide schließen eine Porenbildung am Mitochondrium ein [132].
Eine FATP4-Defizienz in der murinen Epidermis resultiert in einer veränderten Cera-
midzusammensetzung [107]. Dies zeigt, dass eine veränderte Expression von Acyl-CoA-
Synthetasen sich auf Ceramidebene auswirken kann und möglicherweise auch dadurch
Einfluss auf die epidermale Maturation nimmt.
Wie bereits an anderer Stelle formuliert (s. 4.5.1), könnten anhand des Ceramid-
Modells Proliferationsinhibition und Apoptoseinduktion synergistisch die hochsignifi-
kanten Zellzahlunterschiede zwischen HaCaT / EL12/2 und E120/4 in den Proliferati-
onsassays dieser Arbeit erklären. Die aus endogener Ceramidakkumulation oder exoge-
ner Zugabe von Ceramiden resultierende Proliferationsinhibition wurde anhand externer
Daten als vereinbar mit einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase beschrieben [109]. Die-
ses Ergebnis könnte erklären, warum mit ACSL5-überexprimierenden HaCaT kultivierte
EÄs trotz einer Proliferationsinhibition einen großen Anteil Ki67-positiver Zellen zeigen.
Analog zu dem diskutierten PPAR-Modell lässt sich auch im Ceramid-Modell eine Dif-
ferenzierungsinhibtion nicht zwangslos mit Literaturdaten in Einklang bringen, in denen
eine Differenzierungsinduktion propagiert wird. Dadurch muss eine Differenzierungsin-
hibition als Effekt einer ACSL5-Überexpression auch in diesem Zusammenhang in Frage
gestellt werden. Dieses divergente Ergebnis der vorliegenden Arbeit könnte jedoch da-
durch erklärt werden, dass ceramidassoziierte Effekte von anderen Ceramidmetaboliten,
wie Sphingosin-1-Phosphat, antagonisiert werden können [139].
PPAR-Aktivierung ist für die Transkription ceramidsynthetisierender Enzyme, auch
Acyl-CoA-Synthetasen, verantwortlich [5, 121]. Umgekehrt gelten Ceramide auch als ak-
tivierende Liganden an PPAR und sollen sogar in der Lage sein, Apoptose über die
Aktivierung von PPAR zu induzieren [150]. Daher ist eine Überschneidung und gegen-
seitige Beeinflussung von PPAR- und Ceramid-Signaling wahrscheinlich.
4.6.3 sonstige Möglichkeiten
Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass die durch ACSL5-Überexpression beobachte-
ten Effekte unabhängig von den bisher geschilderten Optionen hervorgerufen werden.
Möglich wäre beispielsweise eine unspezifische intra- oder extrazelluläre Lipidakkumu-
lation, die den Zellmetabolismus in bisher nicht bekannter Weise beeinflusst. In 3T3-
Fibroblasten wird bereits ein Zusammenhang zwischen intrazellulärer Akkumulation von
Lipidtropfen und Proliferation vermutet [28].
Neben tatsächlich für die epidermale Maturation relevanten Funktionen existieren
andere Möglichkeiten, die von Bedeutung sein können. Im Rahmen der Arbeit war es
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nur möglich, einen ACSL-überexprimierenden Klon (E120/4) zu identifizieren. Um die
potentiellen Effekte der ACSL5-Überexpression tatsächlich auf die Überexpression des
Enzyms zurückzuführen, wäre es hilfreich, mehre Klone in parallelen Ansätzen zu un-
tersuchen. Aufgrund der immer existierenden stochastischen Problematik könnte die
Integration des Plasmides für das Verhalten von Klon E120/4 verantwortlich sein. Der
parallele Einsatz eines Leertransfektanten (EL12/2) minimiert jedoch dieses Risiko.
4.7 Alterierung der ACSL5-Expression durch UVB-Strahlung
Anhand des veränderten Expressionsmusters der ACSL5 in chronisch sonnenexponierter
Haut wurde eine Alteration der ACSL5 durch UV-Strahlung vermutet. Dies wurde in
vitro in HaCaT-Keratinozyten überprüft.
Den Bestrahlungsversuchen zur Erforschung einer Alterierbarkeit der ACSL5 in HaCaT-
Keratinozyten durch UVB-Strahlung ging eine Erfassung der Zellviabilität nach UVB-
Exposition mittels Trypanblauassays voraus. Demnach ergab nur eine Exposition von
125mJ/cm2 eine signifikante Reduktion der Zellmasse von 97% auf 89%. Dass eine ge-
ringere UVB-Dosis von 25mJ/cm2 nicht zu einer signifikanten Veränderung der Zellvia-
bilität führte, ist sicherlich auf die Streuung der Werte zurückzuführen. Die insgesamt
vergleichsweise moderate zellschädigende Auswirkung von UVB-Strahlung dieses Dosis-
bereiches auf HaCaT-Zellen deckten sich mit den Ergebnissen von Skiba et al. [133].
Infolge UVB-Bestrahlung zeigte sich die ACSL5-Expression in HaCaT-Zellen auf RNA-
Ebene als leicht modifizierbar. Geringere UVB-Dosen von 25mJ/cm2 resultierten in einer
Heraufregulation, höhere UVB-Dosen von 125mJ/cm2 in einer Herabregulation um den
Faktor zwei. Die Herabregulation der ACSL5 folgte innerhalb des untersuchten Inter-
valls nach der Bestrahlung von 24h scheinbar zeitabhängig in Stufen. Dass dieses Phäno-
men nicht im Rahmen der Heraufregulation der ACSL5 beobachtet werden konnte, lag
möglicherweise an der größeren Wertstreuung und wäre durch größere Stichproben zu
klären. Als methodisch problematisch erwies sich die Verifizierung der auf Transkripti-
onsebene festgestellten Expressionsdifferenzen im Western Blot. Eingesetzt wurde Pro-
teinlysat nach Benzonaseverdau. Die schwache endogene ACSL5-Expression in HaCaT-
Keratinozyten zwang bei der Immundetektion des Enzyms im Western Blot zu dem
Gebrauch eines sehr empfindlichen Substrates für die Meerettichperoxidase, um etwai-
ge Expressionsunterschiede feststellen zu können (Femto-Substrat). Dadurch wurde die
unspezifische Hintergrundsfärbung bei Verwendung des KD7-Antikörpers zu stark, ein
kommerzieller Anti-ACSL5-Antikörper brachte jedoch auswertbare Ergebnisse hervor.
Bedingt durch eine UVB-Exposition von HaCaT-Zellen wurde eine Zeitabhängigkeit
bei der Regulation von vielen verschiedenen Genen beschrieben [81]. Dies gilt auch für
Enzyme innerhalb des Lipidstoffwechsels wie beispielsweise Cyclooxigenase-2 [4] und ist
auch für die Regulation der ACSL5 denkbar. Aufgrund der eher tendenziellen als klaren
Regulation der ACSL5 infolge UVB-Bestrahlung wie auch der inkonsistenten Regulation
nach Exposition mit unterschiedlichen UVB-Dosen, sind klare Schlussfolgerungen aus
den Ergebnissen zum jetzigen Zeitpunkt verfrüht.
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4.7.1 ACSL5-Alteration im Rahmen von akuten Stressantworten
Es wurde bereits beschrieben, dass UVB als schädigende Noxe in HaCaT-Keratinozyten
die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies anregt und Apoptose induziert [114]. Eine
solche Stressantwort involviert auch die vermehrte Produktion von Ceramiden, welche an
einer Apoptoseinduktion partizipieren [146, 20]. Eine Heraufregulation der ACSL5 durch
UVB könnte im Rahmen einer Stressantwort und der damit beschriebenen verstärkten
Ceramid-de-novo-Synthese relevant sein. Jedoch erfordert dies weitere Untersuchungen
um zu eruieren, unter welchen Umständen eine Heraufregulation der ACSL5 in HaCaT-
Zellen erfolgt und ob eine Ceramid-de-novo-Synthese damit in Verbindung gebracht
werden kann.
4.7.2 ACSL5-Expression in Tumoren
Eine Herabregulation der ACSL5 könnte im Rahmen einer Kanzerogenese von Bedeu-
tung sein. Langjährige und kumulative UVB-Exposition hat eine bedeutende Funktion
bei der Karzinogenese von epidermalen Nicht-Melanom-Karzinomen wie dem Plattenepi-
thelkarzinom [25]. Immunhistologische Analysen von epidermalen Plattenepithelkarzino-
men ergaben eine präferenzielle Herabregulation der ACSL5 im Tumorgewebe in Relation
zu gesunder Epidermis. Diese Beobachtung wurde auch durch molekularbiologische Un-
tersuchungen durch RT-PCR bzw. Western Blot gestützt. Letztere Experimente waren
aufgrund mangelnden Materials jedoch nicht in repräsentativem Umfang möglich und
müssen in Zukunft zur Validierung der Ergebnisse ausgeweitet werden. In funktionellen
Versuchsreihen anhand der HaCaT-Zelllinie konnten Hinweise auf eine apoptosefördern-
de und proliferationsinhibierende Funktion der ACSL5 in Keratinozyten gesammelt wer-
den. Die Herabregulation der ACSL5 in epidermalen Plattenepithelkarzinomen weist im
Umkehrschluss möglicherweise auf eine Apoptoseresistenz und Proliferationsförderung
in Tumorzellen hin. Eine Rolle in der Pathogenese über solche Mechanismen ist zum
jetzigen Zeitpunkt noch eine Hypothese, für deren Bestätigung es weitere experimen-
telle Ansätze erfordert. Insbesondere wäre die Entwicklung der ACSL5-Expression nach
repetitiven UVB-Dosen relevant.
Jedoch werden zahlreiche Mediatoren im Lipidmetabolismus der Epidermis als relevant
in der Tumorbiologie des Plattenepitelkarzinoms eingeschätzt. Diese umfassen Enzyme
wie beispielsweise Cyclooxigenase-2 [34] und HMG-CoA-Reduktase [31], jedoch auch
Transkriptionsfaktoren wie PPAR [103]. Ceramide als Lipide selber scheinen auch in
die Tumorprogression involviert zu sein [72]. Hier zeigte sich eine signifikant reduzierte
Konzentration von C18-Ceramiden in Plattenepithelkarzinomen verschiedener Patienten.
Dieses Ergebnis korellierte mit der Tumorinvasivität. Enzyme wie Acyl-CoA-Synthetasen
könnten auch in solchen Prozesse relevant sein, jedoch war die Expression und Funktion
der ACSL5 selber in malignen Hauterkrankungen bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
Gegenstand der Forschung.
Interessanterweise divergieren die Ergebnisse bzgl. der Expression und möglicher da-
mit verbundener Rollen der ACSL5 in Tumoren verschiedener anderer Gewebe. Im Kon-
text von Literaturrecherchen ließ sich eine prädominant reduzierte ACSL5-Expression
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in epidermalen Plattenepithelkarzinomen, wie sie in dieser Arbeit festgestellt wurde, je-
doch partiell einordnen. Die Expression der ACSL5 in der normalen humanen Epidermis
zeigt große Parallelen zu dem epithelialen Gewebe des Dünndarms (s. 4.2). Analog zu den
Untersuchungen an epithelialen Plattenepithelkarzinomen exprimierten Adenokarzinome
des Dünndarms sowohl ACSL-mRNA als auch -Protein in vermindertem Maße als Nor-
malgewebe [49]. Dass diese Beobachtung Teil von kanzerogenen Mechanismen ist wird
vermutet, wurde bisher jedoch nicht eingehend untersucht. Karzinome des Kolons und
des Endometriums scheinen die ACSL5 dagegen variabel zu exprimieren. So zeigten elf
von 15 untersuchten kolorektalen Karzinomen eine Heraufregulation, die vier restlichen
Tumoren eine Herabregulation der ACSL5 [46]. Möglicherweise könnte diese Irregulari-
tät mit der Beschränkung der Untersuchung auf moderat differenzierte (G2) Tumoren
begründet werden und erfordert eine Extension der Untersuchungen auf Tumoren mit
guter (G1) bzw. schlechter (G3) Differenzierung. In Endometriumkarzinomen richtete
sich die ACSL5-Expression klar nach dem Differenzierungsgrad der Tumore. Gut dif-
ferenzierte Karzinome exprimierten die ACSL5 in weitaus stärkerem Maße als schlecht
differenzierte, in denen sich die ACSL5-Expression gegenüber von Normalgewebe als
weitaus geringer erwies [50].
Entgegen den Untersuchungen an epithelialen Tumoren wurde in Glioblastomen über-
einstimmend eine sehr hohe Expression der ACSL5 beschrieben [157]. In diesem Zusam-
menhang fanden auch funktionelle Untersuchungen in vitro statt. Eine Überexpression
der ACSL5 in Gliomzelllinien resultierte in einer verstärkten Proliferation der Zellen
[157]. Darüber hinaus gibt es Hinweise, dass eine ACSL5-Überexpression auch das Über-
leben von Gliomzellen unter Stressbedingungen fördert [101].
In Zusammenschau indizieren diese Daten zusammen mit den Ergebnissen der vor-
liegenden Arbeit eine divergierende Funktion der ACSL5 in unterschiedlichen Gewebe-
typen. Dies verdeutlicht die Komplexität von ACSL5-assoziierten Funktionen und den
noch hohen Forschungsbedarf sowohl zur Klärung der organspezifischen Funktion des
Enzyms als auch seiner Rolle bei der organspezifischen Karzinogenese.
4.8 Ausblick
Eine Beforschung der Acyl-CoA-Synthetase Isoform 5 in der humanen Epidermis fand
in der Vergangenheit in nur sehr begrenztem Umfang statt. In diesem Zusammenhang
waren bisher weder Expressionsprofile noch mögliche Funktionen der ACSL5 in der
Ausbildung eines stratifizierten Epithels bekannt. Die vorliegende Arbeit konnte so-
wohl durch die Charakterisierung der ACSL5-Expression in der humanen Epidermis
in vivo als auch durch Erforschung der Effekte einer ACSL5-Überexpression in HaCaT-
Keratinozyten erstmals einige wertvolle Anhaltspunkte für Funktionen der ACSL5 in der
epidermalen Homöostase liefern. Zudem wurde durch die Etablierung geeigneter HaCaT-
Transfektanten eine Basis für eine Vertiefung der in diesen Untersuchungen erarbeiteten
Daten geschaffen. Neben ACSL5-überexprimierenden HaCaT-Transfektanten könnte in
Zukunft auch eine transiente Transfektion von primären Keratinozyten einen weiteren
Beitrag zur Verifizierung der vorliegenden Daten leisten.
Die durchgeführten in vitro-Untersuchungen fokussierten sich bis jetzt auf ACSL5-
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Transkripte und -Protein sowie verschiedene zelluläre Funktionen (Proliferation, Diffe-
renzierung, Apoptose), die im Rahmen der epidermalen Maturation von Bedeutung sind.
Als Acyl-CoA-Synthetase ist die ACSL5 jedoch primär in den zellulären Lipidmetabo-
lismus eingebunden, welcher im Kontext dieser Arbeit nicht behandelt werden konnte.
Mögliche Signalwege, beispielsweise über Peroxysom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren
oder Ceramide, ließen sich daher lediglich auf hypothetischer Ebene aus der Literatur
ableiten. Auf den Erkenntnissen dieser Arbeit basierend muss es daher für eine Vertie-
fung der Daten von hoher Priorität sein, die Untersuchungen auf die Lipidebene und die
damit verknüpften Signalwege des untersuchten Zellmodells auszuweiten. Für künftige
Untersuchungen würden sich darüber hinaus 2D-Gelelektrophoresen von Proteinlysaten
aus den generierten HaCaT-Transfektanten anbieten. Die Isolation und Sequenzierung
relevaner proteinerger Spots aus den Gelen würde eine Identifizierung herauf- und herun-
terregulierter Gene infolge ACSL5-Überexpression ermöglichen und könnte auf relevante
Effektorsignalwege und assoziierte Genregulationen hinweisen.
Die Kultivierung von Epidermisäquivalenten stellte einen wichtigen Bestandteil der
Arbeit dar. Diese repräsentieren ein gut etabliertes und lebensnahes, jedoch vergleichs-
weise einfaches und artifizielles Modell der Epidermis. Ein nächster Schritt wäre die Eta-
blierung eines Mausmodells. Die gezielte Steuerung der epidermalen ACSL5-Expression
über einen spezifischen Promotor (z.B. K-14-Pomotor [131]) könnte weitere wichtige
Aspekte von ACSL5-assoziierten Funktionen in der Epidermis liefern. Insbesondere be-
züglich der in dieser Arbeit kontrovers dargestellten Rolle der ACSL5 auf die keratinozy-
täre Differenzierung könnte in einem komplexeren Modellorganismus Klarheit geschaffen
werden.
Die Rolle epidermal exprimierter ACSL5 im Rahmen von UVB-induzierten Stressant-
worten und Hautmalignomen wie dem Plattenepithelkarzinom bleibt bislang unklar.
Zwar zeigte sich die Expression ACSL5-mRNA und -Protein durch akute UVB-Exposition
als tendentiell alterierbar. Um jedoch eine klare Situation abzubilden, müssen diese Ver-
suche durch ein breiteres Spektrum an UVB-Dosen und insbesondere der Evaluation
eines Effektes von repetitiven UVB-Dosen extendiert werden. Wie bereits diskutiert sind
analog zu der physiologischen Funktion der ACSL5 in der epidermalen Maturation auch
hier anhand von Literaturdaten einige bekannte Signalwege denkbar (s. 4.7.2). Diese
müssen jedoch zweifelsfrei mit einer ACSL5-Alteration in Verbindung gebracht werden.
Sowohl die epidermalen Maturation als auch die Pathogenese von Hauterkrankungn
sind hochkomplexe Vorgänge, die von einer großen Masse von Substanzen und Molekülen
beeinflusst werden. Die Acyl-CoA-Synthetase 5 stellt in diesem Kontext sicherlich nur
einen kleinen Baustein dar, der jedoch zum weiteren Verständnis dieser Prozesse beitra-
gen kann. Diese Arbeit konnte als Grundlagenarbeit vielfältige Facetten zu Expression
und Funktion eines Enzyms liefern, welches nicht nur in der Epidermis noch viele Fragen
offen lässt.
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